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ABREVIATURAS 

LH - Hormona luteinizante 

FSH - Hormona estimulante del folículo 

GPCR - Receptores acoplados a proteínas G 

RGS - proteínas reguladoras de la señalización de las proteínas G 

GAP - proteínas activadoras de GTPasas 

TM - transmembranales 

PLC - fosfolipasa C 

IP - fosfatos de inositol 

DMEM - Dulbeco · s Modified Eagle Medium 

SFT - Suero fetal de ternero 

DSG- DMEM/10% SFT/20 µg/ml gentamicina 

ASB - Albúmina sérica bovina 

DAGent. - DMEM/0.1 % ASB/ 20 µg/ml gentamicina 

RIA - radioinmunoensayo 

GnRH - Hormona liberadora de gonadotropinas 

cpm - Cuentas por minuto 
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RESUMEN 

Los receptores de la hormona luteinizante (LH) y de la hormona estimulante del 

folículo (FSH) pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteínas G 

(GPCRs). Las proteínas reguladoras de la señalización de las proteínas G (RGS), 

fueron identificadas como nuevos componentes de la transducción de señales 

generada por los complejos GPCR-proteínas G y tienen como función principal regular 

de manera inhibitoria la actividad de las proteínas G ya que funcionan como proteínas 

activadoras de GTPasas (GAPs), acelerando la hidrólisis de GTP. Las proteínas RGS 

interactúan con las subunidades Get activas a través del dominio RGS, el cual es 

directamente responsable de la regulación inhibitoria que ejercen estas proteínas sobre 

la actividad de las proteínas G, reguladas por los reCf~ptores a los cuales se encuentran 

acopladas. En este estudio evaluamos los efectos que presenta la expresión de las 

proteínas RGS3 y RGS10 en la unión del ligando a los receptores de LH y de FSH, así 

como en la se!ialización por medio de estos receptores. La unión del ligando a los 

receptores de LH y de FSH no se vio afectada en presencia de RGS3 o RGS10. Sin 

embargo, la señalización de los receptores de LH y de FSH disminuyó en presencia de 

RGS3 pero no de RGS10, lo que nos lleva a sugerir que existe una diferencia en el 

efecto entre las proteínas RGS en los diferentes sistemas y en las diferentes proteínas 

Get involucradas. Esto constituye la primera demostración de una interacción entre las 

proteínas RGS y las vías de señalizacióñ de los receptores de LH y de FSH ·e identifica 

un mecanismo de regulación inhibitoria de la RGS3 sobre los receptores de LH y de 

FSH. Estos mecanismos reguladores son importantes para poder entender más a 

fondo el papel fisiológico de las proteínas RGS en las acciones de los GPCRs. 
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INTRODUCCION 

La síntesis y secrecíón de las hormonas luteinizante (LH) y estimulante del 

folículo (FSH) están controladas por la hormona liberadora de gonadotropínas (GnRH). 

Ambas hormonas ejercen su accíón sobre las gónadas (testículos y ovarios) donde 

estimulan la secreción de esteroides sexuales, así como la maduración de los gametos 

(Channing, et al. 1980; Chappel, et al. 1983) (figura 1). 

En el testículo, los receptores de LH se encuentran localizados específicamente 

en la membrana plasmática de las células de Leydig, e _induce la síntesis y secreción de 

andrógenos, el principal de éstos es la testosterona; en el ovario la LH estimula la 

esteroidogénesis ovárica, al actuar sobre sus receptores específicos localizados en las 

células de la teca, de la granulosa y células lúteas (Oufau y Catt, 1978; Richards, 1994; 

Zhang, et al. 1998). Algunos estudios han demostrado la presencía de estos receptores 

en otros tejidos como ei útero, la placenta, el cerebro, los linfocitos, y varios más 

(Reshef, et al. 1990; Dufau, 1998). En el varón, el sitio primario de acción de la FSH es 

el epitelio de los túbulos seminíferos, al unirse a la cara basal de las células de Sertoli 

con la consecuente estimulación de la espermatogénesis; en el ovario, la FSH se une a 

sus receptores en las células de la granulosa y estimulan el desarrollo folicular (Ulloa­

Aguirre, et al. 1985; Veldhuis, 1991; Simoni, et al. 1997). A diferencia de los receptores 

de LH, se ha mostrado que los receptores de FSH se encuentran exclusivamente en las 

gónadas (Camp, et al. 1991; RaMiki, et al. 1995). 

Los receptore:> de LH y FSH pertenecen a la superfamilia de los receptores 

acoplados a proteínas transductoras de señales que unen nucleótidos de guanina 

(proteínas G) (GPCR), los cuales se encuentran localizados en la membrana y 

presentan una alta diversidad funcional. Estos receptores consisten de una cadena 

única de aminoácidos que atraviesa la membrana celular siete veces mediante 
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GnRH 
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Receptor de GnRH 

LH 

l 
Receptor de LH 
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Células de Leydig 

Hipófisis anterior 

FSH 
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Figura 1. Eje Hipotálamo-hipófisis-gónada. La GnRH es liberada por el hipotálamo y se une a 
receptores específicos en la hipófisis, donde induce la producción y liberación tanto de LH como de 
FSH. Estas a su vez, se unen a sus receptores específicos en las gónadas, y al activarlos 
estimulan la esteroidogénesis ovárica y la espermatogénesis. 
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dominios transmembranales (TM), que se encuentran unidos por tres asas 

extracelulares y tres asas intracelulares. Esta cadena también presenta un domino 

amino-terminal extracelular para la unión del ligando y un dominio carboxilo-terminal 

intracelular, el cual en algunos casos puede estar asociado con la activación de una o 

más proteínas G. Ambos dominios son de longitud variable entre los diferentes GPCR. 

En conjunto, las siete regiones TM forman una estructura tridimensional semejante a un 

cilindro, el cual se encuentra orientado perpendicularmente al plano de la membrana 

celular (Rajaniemi y Metsikko, 1980; Jackson T, 1991). Una característica principal de 

los receptores de las glicoproteínas es que presentan _un gran dominio amino terminal 

que exhibe alta afinidad y especificidad por sus ligandos y presenta segmentos 

repetidos ricos en leucina (Thomas, et al. 1996; Oufau, 1998; Ulloa-Aguirre y Timossi, 

1998). 

Los genes que codifican los receptores de LH y de FSH se encuentran 

localizados en el cromosoma 2. El gen del receptor de LH está constituido por 11 

exones y 1 O intrones, los cuales producen una proteína de 699 aminoácidos. Los 

primeros 10 exones codifican al gran dominio extracelular del receptor, mientras que el 

exón 11 es el encargado de codificar a las siete regiones TM y al dominio intracelular de 

la proteína (Rousseau-Merck, et al. 1990). El gen del receptor de FSH codifica una 

secuencia de 678-695 residuos de aminoácidos y está constituido por 1 O exones y 9 

intrones. Los primeros nueve exones codifican el dominio extracelular del receptor y el 

exón 1 O codifica las regiones TM y el dominio carboxilo terminal (Rousseau-Merck, et 

al. 1993). 

Se ha observado que los dominios intracelulares de la mayoría de los GPCRs 

(particularmente las regiones de las asas 11 y 111 cercanas a la membrana citoplasmática, 

así como algunas regiones especificas localizadas en las terminaciones intracelulares 

de las hélices TM y en la porción carboxilo terminal a la membrana-proximal) son 
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determinantes en el acoplamiento, la interacción y determinación de la especificidad del 

receptor con las proteínas G (Okamoto y Nishimoto, 1992). Las proteínas G pertenecen 

a una superfamilia de proteínas que se encargan de unir nucleótidos de guanina. 

Existen diversos tipos de proteínas G, desde las grandes proteínas heterotriméricas, 

hasta monómeros pequeños como son las proteínas G tipo Ras. La familia de 

proteínas G de gran tamaño se encargan de transducir señales extracelulares, recibidas 

por los GPCRs, y regulan las respuestas intracelulares al activar a efectores específicos 

(Wilkie y White, 2000). Estas proteínas G son heterotrímeros compuestos por la 

subunidad a. que es quien une nucleótidos de guanin<! y las subunidades 13 y y (éstas 

últimas se encuentran estrechamente unidas y forman el llamado complejo J3y). En la 

forma heterotrimérica inactiva de las proteínas G, la subunidad a. se encuentra unida a 

GDP. Al ser activada la proteína G, la subunidad a. se disoc!a de las subunidades J3y y 

el GDP es reemplazado por GTP (Ulloa-Aguirre y Conn, 1998; Hamm, 1998). Las 

subunidades Gc:t a su vez, presentan una actividad de GTPasa intrínseca lenta la cual 

resulta en la hidrólisis de GTP a GDP, promoviendo de esta manera la reasociación de 

la subunidad a. con las subunidades J3y, formando nuevamente heterotrímeros inactivos 

(Neer, 1995; Hamm y Gilchrist, 1996). 

Con base en su secuencia de aminoácidos y funciones, las subunidades Ga. se 

encuentran dasificadas en 4 subfamilias: G;n (G1a, G0a, GtCL, Gzc:t y G9a), Gqn (Gqn, 

G,,a, G14<X y G1s11sc:t}, Gsn (Gsn y Go1t<l) y G12<X (G12<X y G,3a.) (Ulloa-Aguirre Y Conn, 

1998). Los receptores de LH y FSH, se encuentran frecuentemente acoplados a la 

proteína estimuladora s (G5c:t}, la cual activa a la enzima adenilato ciclasa e incrementa 

la síntesis de AMP cíclico (AMPc), que actúa como segundo mensajero. Estos 

receptores también se encuentran acoplados a la proteína Gq111<I, asociada a la 

activación de la fosfolipasa-CJ3, la cual cataliza la hidrólisis del lipido fosfatidilinositol 
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4,5-difosfato y forma dos segundos mensajeros, el 1,4,5-trifosfato de inositol y el 

diacilglicerol, y a la proteína Gvoa. la cual inhibe la activación de la adenilato ciclasa 

(figura 2; Dufau, 1998; Ulloa-Aguirre y Timossi, 1998; Ulloa-Aguirre y Conn, 2000). 

En un estudio previo se observó que el receptor recombinante de LH humano, 

pero no el de FSH, se encuentra acoplado a la activación de la fosfolipasa C (PLC}. En 

este estudio se mostró que la estimulación del receptor de LH con un agonista, resulta 

en el incremento en la producción de fosfatos de inositol (IP) de hasta 5.2 veces, 

mientras que el mismo tipo de estimulación del receptor de FSH resultó con un 

incremento del 50%. Asimismo, el estímulo de una qu!mera que incluye al receptor de 

FSH (dominio amino-terminal y dominios TM 1-IV) y al receptor de LH (dominios TM V­

VII y dominio carboxilo terminal) resulta en un incremento en la producción de IP, lo que 

indica que el dominio carboxilo terminal, así como la tercera asa intracelular, en 

conjunto con los dominios TM V-VII del receptor de LH, son importantes para la 

activación de PLC mediada por la proteína Gq11 1a (Hirsch, et al. 1996). 

Los mecanismos de regulación de la selectividad e intensidad de las señales 

generadas por los GPCRs son extremadamente complejos y multifactoriales e 

involucran la activación de una red de mecanismos que eventualmente llevan a la 

producción de respuestas biológicas altamente especificas (Ulloa-Aguirre y Conn, 

2000). En 1996 se descubrió una familia de proteínas que fueron denominadas 

proteínas "reguladoras de la señalización de las proteínas G" (RGS). Estas proteinas 

fueron identificadas como nuevos componentes de la transducción de señales 

generada por los complejos GPCR-proteínas G y tienen como función principal regular 

de manera inhibitoria la actividad de las proteínas G ya que funcionan como GAPs, y 

de esta manera aceleran la hidrólisis de GTP (Druey, et al. 1996; Koelle y Horvitz, 1996; 

Siderovski, et al. 1996; Dohlman y Thomer, 1997; DeVries y Farquhar, 1999; DeVries. 

et al. 2000). Las proteínas RGS podrían bloquear la señalización de las subunidades 
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Figura 2. Sistemas de transducción de señales activados por los receptores de LH y de FSH. En el panel A.) se muestra la transducción 
de señales mediada por la proteína Ga.s, al ser activada por los receptores de LH y de FSH. Al unirse el ligando al receptor va a activar a 
la proteína G, la cual a su vez activa al efector adenilato ciclasa e incrementa I~ producción del segundo mensajero AMPc. En el panel 
B.) se muestra la transducción de señales mediada por la proteína Ga.q/11, al ser activada por los receptores de LH y de FSH. Al unirse 
el ligando al receptor va a activar a la proteína G, la cual a su vez activa al efector fosfolipasa-C¡3 (PLC-¡3), que cataliza la hidrólisis de 
fosfatidilinositol 4,5-difosfato (PIP 2), provocando la síntesis de los segundos mensajeros 1,4,5-trifosfato de inositol (IP 3) y diacilglicerol 
(DAG) (Ulloa-Aguirre y Conn, 2000). 
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Ga ya sea al prevenir la unión de GTP a Ga o al limitar el tiempo que el GTP se 

encuentre unido a Ga (Hollinger y Hepler, 2002), disminuyendo la duración de las 

señales generadas por la activación de las proteínas G (Kehrl, 1998). Hasta la fecha 

han sido identificadas más de 20 proteínas RGS, que a pesar de variar 

considerablemente en tamaño, presentan un domino común de aproximadamente 120 

aminoácidos al que se le conoce como dominio RGS (Dohlman y Thorner, 1997; Ross y 

Wilkie, 2000; lshii y Kurachi, 2003, McCudden, et al. 2005). Las proteínas RGS 

presentan una localización muy diversa, cada una tiene una o varias funciones y han 

sido clasificadas en 4 subfamilias principales: RZ, R4, R7 y R12, con base en su 

similitud de secuencia dentro del dominio RGS (Tabla 1). Existe una quinta subfamilia, 

la RA que comprende a la axina y a la axina2, las cuales no presentan actividad GAP 

como 'as proteínas RGS de las otras subfamilias, pero sirven como proteínas de anclaje 

que ayudan a unir componentes de las vías de señalización durante el desarrollo y el 

crecimiento cancerígeno (Sierra, et al. 2002). 

Las proteínas RGS interactúan con las subunidades Ga activas por medio del 

dominio RGS, el cual inhibe la actividad de las proteínas G que sen reguladas por los 

receptores a los cuales se encuentran acopladas (Berman y Gilman, 1998; DeVries y 

Farquhar, 1999; Burchett, 2000; DeVries, et al. 2000). Sin embargo, las RGS presentan 

dominios diferentes al dominio RGS (figura 3), los cuales presentan otras funciones 

adicionales a las de GAPs, como es la de funcionar como proteínas de anclaje que 

unen diversos éomponentes de la señalización de ios GPCRs, para poder facilitar de 

una manera rápida, el inicio y terminación de una señal específica del GPCR en 

cuestión (DeVries y Farquhar, 1999; Burchett, 2000; Kozasa, 2001 ; Hollinger y Hepler, 

2002). También se ha visto que estas proteinas pueden tener una actividad reguladora 

de la actividad transcripcional y del control del ciclo celular (Burchett, 2003), o pueden 

actuar como antagonistas de los efectores al impedir la interacción de éstos con las 
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Tabla 1. localización y funciones de las proteínas RGS 

Familia RGS localización Función principal 

RZ RGS20 Cerebro Une la subunidad regulatoria de PKA 

RGS17 Cerebro Antagonista de efectores 

RGS19 Cerebro, linfocitos Une la subunidad j3y de las proteínas G 

R4 RGS1 linfocitos-8, pulmón localización membrana! 

RGS21 Células sensoriales de Regulación de los procesos de 
las papilas gustativas transducción de las papilas gustativas 

1 RGS2 Ubicua Anclaje 
1 

1 
RGS18 linfocitos, médula Fosforila GPCRs activados 

espinal 
i RGS13 Pulmón Dominio de homodimerización ' , . RGS8 Cerebro Une pequeñas GTPasas Rap 

1 

1 

RGS16 Retina, hipófisis, Factor de intercambio de nucleótidos de 
hígado, ubicua guanina Rho 

1 
1 

RGS4 Cerebro, corazón Anclaje, motivo de unión de proteínas 

l RGSS Ubicua Desconocida 

1 
RGS3 Ovario, testículo, localización membrana! y selectividad 

l ubicua de receptores 

! R7 RGS7 Cerebro Anclaje, unión de fosfotirosina 

1 
RGS6 Cerebro Unión de Gj35 

RGS9 Retina, neuronas Une GCli-GDP, Gcxo-GDP 
-

RGS11 Cerebro Anclaje, une j3-catenina, previene 
translocación nuclear 

R12 RGS12 Pulmón, cerebro, baso Anclaje, une a la proteína fosfatasa 
PP2A 

RGS14 Cerebro, baso, pulmón Desconocida 

RGS10 Cerebro, ovario Anclaje, une a la quinasa glicógeno 
sintasa 
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Dominios de 
las RGS 

.__________.... ~ 

@11 __. Dominio RGS 

Grupo A: 

GAIP, RET-RGS1, RGSZ1 

~ 

Grupo 8 : 

RGS3 

RGS1, 2, 4, 5, 8, 10, 13, 16, 17, 18 

~ 

Grupo C: 

RGS6, 7, 9, 11 

~ 

Grupo D: 

RGS12 

RGS14 

Figura 3. Dominios de las proteínas RGS. Las proteínas RGS presentan un dominio común 
conocido corno dominio RGS, y presentan otros dominios que les confieren especificidad de 
acción (dominio PDZ-postsynaptic density protein PSD-95, discs-large, ZO-D; PEST­
constelaciones de prolina, glutamina, serina y threonina; DEP-disheveled, Egl-10, pleckstin; 
GGL-garnrna-subunit-like; RBD-Ras-binding dornain; PTB-phosphotyrosine binding domain). Se 
muestra 4 grupos de proteínas RGS, clasificadas según el tipo de dominios que presenten. 
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proteínas Ga (Burchett, 2000). Algunas de estas funciones podrían ser únicas para 

cada proteína RGS, ya que estos dominios comparten una secuencia con poca 

homología (Burchett, 2000). Asimismo presentan regiones que confieren selectividad 

por los receptores (Zeng, et al. 1998; McCudden, et al. 2005) y la heterogeneidad en la 

secuencia de las regiones amino- y carboxilo-terminales de estas proteínas parece ser 

la encargada de proveer una especificidad reguladora hacia diferentes receptores (Xu, 

et al. 1999; Burchett, 2000). 

Se ha mostrado que las proteínas RGS3, RGS4. RGS10 y GAIP, entre otras. 

sirven como GAPs para las subunidades G1a y Gqa. (Zeng. et al. 1998; Scheschonka, et 

al. 2000). Existe poca evidencia de que las proteínas RGS tengan un efecto sobre G5a. 

Se ha mostrado que la RGS2 presenta un efecto inhibitorio en la liberación de AMPc 

mediante receptores ligados a Gsa (Tseng y Zhang, 1998; Versele, et al. 1999; 

Sinnarajah, et al. 2001). Por otro lado, se mostró que una forma truncada de la RGS3 

posee una actividad inhibitoria sobre G5a (Chatterjee. et al. 1997). 

En un principio solamente se conocía la acción de las proteínas RGS in vitro y 

se desconocía su acción fis iológica in vivo. Sin embargo. se ha visto que las proteínas 

RGS presentan gran diversidad de acciones fisiológicas en los diferentes organismos, 

dependiendo del tipo de proteína del que se trate. así como del lugar de acción y el 

sistema con el que esté interactuando. La mayoría de las proteínas RGS han sido 

detectadas en el sistema nervioso central y regulan a una gran cantidad de 

neurotransmisores endógenos, así como la señalización de hormonas (Chasse y 

Oohlman, 2003). 

Se ha observado que algunas proteínas RGS regulan de manera inhibitoria la 

señalización de los opioides endógenos (Xie y Palmer, 2005), los cuales en el varón 

desempeñan un papel importante en las acciones de retroalimentación inhibitoria de 
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andrógenos y estrógenos sobre la secreción pulsátil de LH (Veldhuis, et al. 1984). 

Debido a esto, podríamos especular que la secreción de LH puede estar regulada 

indirectamente por las proteínas RGS. Sin embargo, no se ha visto ninguna interacción 

directa entre las proteínas RGS y los receptores de LH y FSH, y se desconoce la acción 

fisiológica de las RGS sobre la acción de estos receptores. 

En un estudio reciente se encontró que una proteína que interactúa con el 

receptor de hormonas esteroides, particularmente el receptor de estrógenos, dentro de 

su secuencia presenta una secuencia idéntica a la del dominio RGS de la proteína 

RGS3. Esta proteína, a la cual le denominaron SR~-RGS, al unirse al receptor de 

esteroides regula su actividad transcripcional de manera inhibitoria (lkeda, et al. 2001 ). 

Es bien conocido que los receptores de hormonas esteroides se unen al ADN de genes 

de receptores regulados por hormonas modificando su actividad transcripcional. Hasta 

la fecha no hay evidencia de la interacción entre las proteínas RGS y los receptores de 

LH y FSH, ni del efecto que estas proteínas pudieran ejercer sobre la expresión, 

regulación e internalización de estos receptores. 

Los receptores de LH y FSH desempeñan un papel muy importante en la función 

reproductiva. Para el buen funcionamiento de estos sistemas se necesita tener cierto 

control sobre la actividad de estos receptores, los cuales pueden estar regulados por 

muchos factores como los estrógenos, andrógenos y las progestinas, así como factores 

que regulan a nivel de señalización intracelular, entre otros. De esta manera también 

podríamos imaginar que las RGS regulan a los receptores de LH y de FSH. Las 

proteínas RGS pueden apagar la señalización de algunos GPCRs (De Vríes, et al., 

2000), y pudiera ser que este fuera el caso con los receptores de LH y de FSH en 

donde la regulación inhibitoria ejercida por las proteínas RGS puede jugar un papel 

importante en la acción de estos receptores al regular sus respuestas cuando se 

encuentra presente un ambiente modificado. El determinar el efecto de las RGS en la 
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regulación de ambos receptores permitirá avanzar en el conocimiento del mecanismo 

de acción de la LH y la FSH, así como analizar si estas proteinas son las causantes de 

fallas en el sistema, como sería una inhibición y apagado de la señalización de dichos 

receptores. 

Con base en lo anterior, consideramos relevante estudiar el posible efecto de las 

proteínas RGS3 y RGS1 O, las cuales se ha visto que están presentes en ovario y 

testículo. sobre la expresión, regulación e internalización de los receptores de LH y de 

FSH de rata en células HEK-293 que expresen establemente a dichos receptores, 

transfectadas temporalmente con los ADN complementarios de las RGS (RGS3 y 

RGS10). 
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HIPOTESIS 

• Si las proteinas RGS3 y RGS10 presentan una interacción con los receptores de 

LH y de FSH, entonces podría presentarse una modificación en la expresión en 

la superficie celular, en la transducción de señales mediadas por las proteínas G 

y en la tasa de internalización de estos receptores. 

OBJETIVOS 

• Analizar los efectos de RGS3 y RGS10 sobre la expresión, unión del ligando e 

internalización de los receptores de LH y FSH. 

• Analizar la acción de las proteinas RGS3 y RGS10 en la transducción de 

señales reguladas por los receptores de LH y FSH. 
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METODOLOGIA 

Clonación de los receptores de LH y FSH mediante PCR-transcriptasa reversa (RT -

PCR). Se extrajeron el cerebro (para obtener el receptor de LH) y los ovarios (para 

obtener los receptores de LH y FSH) de 10 ratas Sprague-Dawley de 27-29 días de 

edad (etapa en la que expresan ambos receptores), las cuales fueron sacrificadas 

mediante C02. los tejidos fueron homogenizados utilizando 5 mi de TRIZol Reagent 

(GIBCO) por cada 250 mg de tejido en un homogenizador Dounce de 10 mi. Se mezcló 

bien la muestra y posteriormente se centrifugó con el fin de separar la fase acuosa 

donde se encontró el ARN. Una vez que se obtuvo el ARN total. se le dejó secar 

brevemente, para posteriormente purificar la preparación con cloruro de litio con el fin 

de eliminar polisacáridos o ARNs pequeños (que precipitan junto con el ARN 

mensajero) y de ésta manera obtener ARN mensajero altamente purificado. 

Posterionnente se llevó a cabo la síntesis de la primera hebra de ADN complementario 

(AUNc) mediante la técnica de RT-PCR. para la cual se utilizó un oligonucleótido dT 

para transcribir todos los ARN mensajeros existentes. Finalmente, se amplificó el ADNc 

de nuestro interés (receptores de LH o FSH) utilizando oligonucleótidos específicos 

para cada receptor. Se diseñaron 6 oligonucleótidos para cada receptor, aunque no 

todos fueron capaces de reconocer a dichos receptores. Los oligonucleótidos 

empleados, que reconocieron al receptor de nuestro interés. fueron los siguientes: 

receptor de LH, 1) oligonucleótido sentido LHR-F1 (5') CCT TTG TTA ACT CTA GAA 

AGA ATG CAA AG. al cual se le introdujo una secuencia para la enzima Xba 1 con el fin 

de poder realizar su posterior clonación en el vector pcDNA3.1 N5-HisfTOPOfT A, 2) el 

oligonudeótido sentido LHR-F3 (5') CCA ATG TGC TCC AGA ACC AGA TGC TTT 

CAA C, 3) el oligonucleótido antisentido LHR-R1 (3") GTT GAA AGC ATC TGG TTC 

TGG AGC ACA TTG G, 4) el oligonucleótido antisentido LHR-R2 (3') CCT GAA ACT 
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TAT GTG ACC AAG TGT TAT AGG C; receptor de FSH, 1) oligonucleótido sentido 

FSHR-F1 (5') AGG AGC CTG GGG AAT CTG TGG AAG, 2) oligonucleótido sentido 

FSHR-F3 (5') GAT GTG ACC TGC TCA CCA AAG CCA GAT GC, 3) oligonucleótido 

antisentido FSHR-R1 (3') GCA TCT GGC TTT GGT GAG CAG GTC ACA TC, 4) 

oligonucleótido antisentido FSHR-R2 (3') GTC CAT GGC CTG CTC TIC AGA AGG 

AGT C. (figuras 4 y 5). Para llevar a cabo la amplificación del ADNc de interés se llevó 

a cabo un touchdown PCR, el cual consiste en ir bajando gradualmente la temperatura 

del paso de alineación de los oligonucleótidos. Esta técnica ha sido de gran utilidad en 

aquellos casos donde los oligonucleótidos no se unen con faci lidad al ARN o ADNc, 

según sea el caso. Para obtener el ADNc de los receptores de nuestro interés, se 

utilizó un touchdown PCR con 6 temperaturas de alineación como se muestra en la 

figura 6. Una vez que se obtuvo el ADNc, éste fue sometido a restricción enzimática en 

los sitios BamHI - Xbal para el receptor de LH y Kpnl - Xbal para el receptor de FSH y 

posteriormente fueron ligados en el vector pcDNA3.1N5-His-TOPO-TA (lnvitrogen Life 

Technologies, Grand lsland, NY), el cual provee una alta eficiencia de clonación para la 

inserción directa de productos de PCR. Posteriormente se extrajo el ADNc de los 

receptores de dicho vector, utilizando los mismos sitios de restricción, para finalmente 

insertarlo en el vector pcDNA3.1 ( +) (figura 7). Una vez llevada a cabo la ligación del 

producto de PCR al vector, se introdujo en bacterias E. Coli JM109 y se amplificó para 

finalmente analizar la secuencia obtenida. 

Transfecciones transitorias de los receptores de LH o FSH y de las proteínas RGS3 o 

RGS10. Las células HEK-293 se mantuvieron en Dulbeco's Modified Eagle Medium 

(DMEM)/10% suero fetal de ternero (SFT)/20 µg/ml gentamicina (DSG) en una 

atmósfera del 5% C02 a 37 ºC. El día de la transfección, se sembraron 105 células por 
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Receptor de LH 
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LHR-F3 
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<=:Cl <=:Cl <=:Cl 
LHR-R1 LHR-R2 LHR-R3 

LHR-F1 - (sentido) CCTTTGTTAACTCTAGAAAGAATGCAAAG (bases -604 a -576) 

LHR-F2 - (sentido) CTCACAGTCTAGAGGGGATACAGAGGACAG (bases -544 a -515) 

LHR-F3 - (sentido) CCAATGTGCTCCAGAACCAGATGCTTTCAAC (bases 1035 a 1065) 

LHR-R1 - (antisentido) GTTGAAAGCATCTGGTTCTGGAGCACATTGG (bases 1065 a 1035) 

LHR-R2 - (antisentido) CCTGAAACTTATGTGACCAAGTGTTATAGGC (bases 2232 a 2202) 

LHR-R3 - (antisentido) CGTCCTCTGAAGCAGGTACAATTC (bases 2201 a 2178) 

Figura 4. Oligonucleótidos para el receptor de LH. Se diseñaron 6 oligonucleótidos específicos para el receptor de LH , de 
los cuales se utilizaron 4 para clonar al receptor (LHR-F1, LHR-F3, LHR-R1 y LHR-R2). Los oligonucleótidos LHR-F2 y 
LHR- R3, no reconocieron al receptor adecuadamente. Se introdujo una secuencia de reconocimiento para la enzima 
Xbal en los oligonucleótidos LHR-F1 y LHR-F2 con el fin de poder llevar a cabo la clonación del ADNc en el vector . 
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Receptor de FSH 
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FSHR-F1 FSHR-F2 
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FSHR-F3 
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~ <:=!] <:=!] 
FSHR-R1 FSHR-R2 FSHR-R3 

FSHR-F1- (sentido) AGGAGCCTGGGGAATCTGTGGAAG (bases -70 a -47) 

' FSHR-F2 - (sentido) GGAATCTGTGGAAGTITTCGCGCTGATGC (bases -60 a -32) 

FSHR-F3 - (sentido) GATGTGACCTGCTCACCAAAGCCAGATGC (bases 1024 a 1052) 

FSHR-R1 - (antisentido) GCATCTGGCTTTGGTGAGCAGGTCACATC (bases 1052 a 1024) 

FSHR-R2 - (antisentido) GTCCATGGCCTGCTCTTCAGAAGGAGTC (bases 2149 a 2122) 

FSHR-R3 - (antisentido) CAG TAG GAT TGC CAT TTA GTC CAT G (bases 2167 a 2143) 

Figura 5. Oligonucleótidos para el receptor de FSH. Se diseñaron 6 oligonucleótidos específicos para el receptor de FSH, 
de los cuales se utilizaron 4 para clonar al receptor (FSHR-F1 , FSHR-F3, FSHR-R1 y FSHR-R2). Los oligonucleótidos 
FSHR-F2 y FSHR- R3, no reconocieron al receptor adecuadamente. 
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Figura 6. Touchdown PCR. El touchdown PCR es una técnica empleada para una mejor alineación de los oligonucleótidos con el 
ARN o ADN que se quiere amplificar. Consta de un decremento gradual y discreto de la temperatura de alineación durante cada dos 
ciclos, hasta llegar a la temperatura adecuada de alineación y de esta manera poder continuar con el resto de los ciclos, para obtener 
el producto final que se desea. Aquí se muestra el diseño del touchdown PCR que se empleó para obtener el ADNc de los 
receptores de LH y de FSH. 
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Receptor de LH 

Sitios de restricción: 

BamHl-Xbal 

l+I 1 

Receptor de FSH 

Sitios de restricción: 

Kpnl - Xbal 

/ 

Figura 7. Vectores de clonación. Los ADNc de los receptores de LH y de FSH (restringidos en los 
sitios BamHl-Xbal y Kpn-Xbal, respectivamente), fueron clonados en el vector pcDNA3.1N5-His­
TOPO-TA, que provee una alta eficiencia de clonación para la inserción directa de productos de 
PCR. Posteriormente, estos ADNc fueron extraidos de este vector para posteriormente ser 
insertados en el vector pc0NA3.1 (+), el cual provee altos niveles de expresión. 
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pozo en 0.5 mi de DSG en placas de 24 pozos. Veinticuatro horas después, las células 

fueron lavadas con OPTl-MEM (lnvitrogen Lite Technologies, Grand lsland, NY), con el 

fin de eliminar los residuos de DSG. Posteriormente, se transfectaron con 0.05 µg de 

ADNc por pozo de las secuencias que codifican para el receptor de LH o el de FSH y 

0.05 µg de ADNc de las secuencias que codifican para las proteínas RGS3, RGS10 o 

pcDNA3.1 como testigo (se probaron diferentes concentraciones de ADNc para 

determinar la concentración adecuada, que iban de 0.02 a 0.2 µg de ADNc). Se usaron 

2 µI de Lipofectamina en 0.25 mi OPTl-MEM por pozo y se incubaron por 72 horas 

posterior a la transfección (Lin, et al. 1998). Se demo~tró la expresión de cada una de 

las proteínas mediante un Western blot. 

Western blot. Se sembraron 5X105 células en 2ml de DSG en placas de 6 pozos. 

Veinticuatro horas después, las células fueron transfectadas con 0.2 µg de ADNc que 

codifican para RGS3, RGS10 o el vector testigo, utilizando 5 µI de Lipofectamina en 1 

mi OPTl-MEM por pozo. Setenta y dos horas después de la transfección, se agregaron 

150 µI de 2X Sample Buffer [5 mi Glycerol, 10 mi 2-mercaptoetanol, 60 mi 10% SOS y 

25 mi Tris buffer 4X (1.5 M Tris-HCI pH 8.8 + 0.4% SOS)] por pozo. Se rasparon las 

células y se transfirieron a un tubo para posteriormente calentar a 95ºC durante 3 

minutos. Finalmente las muestras fueron congeladas, descongeladas y calentadas 

durante otros 2 minutos y se corrieron en un gel de tris-glicina/SDS/poliacrHamida al 

10%. Posteriormente el gel fue transferido a una membrana de nitrocelulosa y ésta fue 

expuesta a los anticuerpos para RGS3 o RGS10 (Santa Cruz Biotechnology, lnc. Santa 

Cruz, Ca.). 

Yodación de LH y FSH. Se preparó una columna con aproximadamente 10 mi de 

Sephadex G75, y se dejaron correr 10 mi de PBS/0.3% BSA, seguido de 10 mi de PBS 
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1 M. Se prepararon 35 tubos con 1 O µI de PBS/0.3% BSA cada uno para poder colectar 

la hormona marcada. Se diluyeron 0.0125 g de metabisulfito de sodio en 5 mi de 

fosfato de sodio dibásico (500mM NaP diluido 1 :3) y 0.0125 g de cloramina-T en 5 mi 

del mismo NaP. Se tomaron 2 µg de LH o FSH y a esto se le agregaron 10 µI de 1125 

(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ). Posteriormente se agregaron 10 µI de 

cloramina-T preparada, se mezcló y se dejó que la reacción se llevara a cabo durante 

40 segundos. Finalmente, se agregaron 25 µI de metabisulfito de sodio preparado, para 

detener la reacción y se colocó en la columna. Se colectaron fracciones de 0.5 mi cada 

una, obteniendo el pico de hormona marcada, aproximadamente entre las fracciones 

10-14. 

Ensayo de unión al receptor. Se transfectaron 105 células HEK-293 en placas de 24 

pozos. Cincuenta y un horas posteriores a Ja transfección, las células se lavaron con 

DMEM/0.1% de albúmina sérica bovina (ASB)/20 µg/ml gentamicina (DAGent.), y 

posteriormente se agregó DMEM. Veintiún horas después, las células se lavaron 2 

veces con 0.5 mi de DMEM/ASB/10mM HEPES frío. La unión del ligando al receptor se 

estudió mediante un rango de concentraciones de ligando yodado (1125-LH o 1125-FSH, 

actividad especifica 80-90 µCi/µg y 70-80 µCi/µg de proteína, respectivamente), desde 

62,500 a 1,000,000 cpm. Se midieron las cpm de hormona marcada en 0.5 mi de 

OMEM, agregando esto a cada pozo por cuadruplicado, y las células fueron incubadas 

por tres horas a 4° C. Posteriormente las· células se lavaron 2 veces con 1 mi de PBS 

frío y se agregaron 0.5 mi de 0.2M NaOH/0.1 % SOS a cada pozo. El lisado celular se 

aspiró y colocó en un tubo para finalmente determinar la radiactividad utilizando un 

contador gamma Packard (Oowners Grove, IL). Los datos de la proteína unida (nM) se 

determinaron con las cpm obtenidas de los lisados celulares y los datos de la fracción 

de unido/libre se determinaron dividiendo el dato obtenido de los lisados celulares entre 
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el dato de las cpm originales después de restarle lo que se unió (cpm libres). Para 

determinar el número aproximado de receptores expresados en la membrana celular se 

multiplican las cpm por la actividad especifica de la hormona marcada, el peso 

molecular de la hormona y el porcentaje de efectividad del aparato donde se contó la 

radiactividad, obteniendo de esta manera el número de moléculas que se unieron a los 

receptores, siendo ésta la unión máxima de moléculas y este número es usado para 

convertir el número de moléculas unidas a un número promedio de receptores 

expresadas en cada célula. Para calcular la afinidad del ligando al receptor, las gráficas 

de la hormona marcada unida/libre contra la unida se cealizaron en el programa Sigma 

Plot 8.0, donde al hacer una regresión lineal de los datos obtenidos, nos marca los 

coeficientes de la pendiente de la curva bO, b1 y -bO. Estos valores son utilizados para 

determinar donde la curva intercepta al eje de las x y al eje de las y, los interceptos x- y 

y-, donde el intercepto x- es igual al valor que nos da el coeficiente de la pendiente de la 

curva -b0/b1 y el intercepto y- es igual al valor que nos marca el coeficiente de la 

pendiente de la curva bO. El intercepto x- fue tomado como la unión máxima. 

Finalmente, para obtener el valor de Kd (nM) se toma el valor del intercepto x- entre el 

valor del intercepto y- (Brothers, et al. 2003). 

Yodación de AMPc. Se preparó una columna con 1 mi de Dowex (formato) (Sigma­

Aldrich, lnc. St. Louis, MO) equilibrada con 10 mi de 0.1 M ácido fórmico (al 88%). Se 

· prepararon 2.161 mg de cloramina-T en 617 µI de NaPO. 50 mM, pH=7.5 y 1.368 mg 

de metabisulfito de sodio en 570 µI de NaPO. 50 mM, pH=7.5. Se disolvieron 10 µg de 

ScAMP-TME en 50 µI de NaPO. 500mM, pH=7.5, y a esto se le agregaron otros 40 µI 

de NaP04 500 mM y 10 µI de 1125
• Posteriormente se agregaron 50 µI de cloramina-T 

preparada y se dejó que la reacción se llevara a cabo en 45 segundos. Finalmente se 

agregaron 100 µI de metabisulfito de sodio para detener la reacción, y se colocó en la 
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columna. Se eluyeron las fracciones con diferentes soluciones: 15 mi ácido fórmico (al 

88%) 0.1M,15 mi ácido fórmico (88%) 2 M, 15 mi ácido fórmico (88%) 4 M, 15 mi ácido 

fórmico (88%) 8 M/ formato de amonio 20 mM y 15 mi ácido fórmico (88%) 8 M/ formato 

de amonio 200 mM. Se colectaron fracciones de 3 mi cada una, y el pico de AMPc 

iodado se obtuvo al ser eluido con la solución de ácido fórmico (88%) 4 M. 

Cuantificación de liberación de AMPc. Se sembraron 105 células HEK-293 en cajas de 

24 pozos. Cuarenta y ocho horas posteriores a la transfección, las células se lavaron 

dos veces con DAGent. y posteriormente se estimularo!'l con diferentes concentraciones 

de LH o FSH (0, 12.5, 25 y 50 ng) en 0.5 mi de DAGent. que contenía 3-isobutil-1-

metilxantina 0.2 mM (con el fin de prevenir la degradación de AMPc) durante 24 horas a 

37 ºC. El medio de cultivo de cada pozo fue colectado en tubos que contenían 50 µI de 

teofilina 1 O mM. Las muestras se calentaron a 95 ºC durante 5 minutos y la cantidad de 

AMPc fue determinada mediante un radioinmunoensayo (RIA) (lin, et al. 1998). 

Cuantificación de la acumulación de fosfatos de inositol (IP). Se sembraron 105 células 

HEK-293 en cajas de 24 pozos. Cincuenta y cuatro horas después de la transfección, 

las células fueron lavadas dos veces con DAGent. y se incubaron en 0.5 mi/pozo de 

DMEM (sin inositol) que contenía 4 µCí/ml de [3H]-inositol (Perkin Elmer, Boston, MA) 

durante 18 horas a 37 ºC. Las células fueron lavadas dos veces con 0.5 mi DMEM (sin 

inositol) que contenía LiCI 5 mM y estimuladas con diferentes concentraciones de LH o 

FSH (O, 12.5, 25 y 50 ng) en 0.5 mi del mismo medio libre de inositol/LiCI durante 30 

minutos a 37 ºC. Las soluciones fueron removidas y se añadió 1 mi de ácido fórmico 

0.1 M a cada pozo. Las células se congelaron y descongelaron para romper 

membranas, y la acumulación de IP totales se determinó mediante cromatografía de 

intercambio aniónico. Para esto, se utilizaron columnas con 600 µI de Dowex (formato), 
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las cuales se lavaron primero con 3 mi de ácido fórmico 0.1 M, a continuación los 

lisados celulares se colocaron en las columnas y se agregaron 2 mi de ácido fórmico 

0.1 M a cada columna. Posteriormente se agregaron otros 3 mi de ácido fórmico 0.1 M 

y finalmente, ya secas las columnas, se agregaron 3 mi de ácido fórmico 0.1 M/formato 

de amonio 1 M a cada columna, y es aquí donde se va a recuperar a los IP totales. Se 

tomaron 500 µI de muestra y se determinó la concentración de IP mediante 

espectroscopia líquida de centelleo (Huckle y Conn, 1987). 

Ensayo de internalización de receptores. Se sembraron 2x105 células HEK-293 en 1 mi 

de DSG en placas de 12 pozos. Veinticuatro horas después, las células fueron 

transfectadas con 0.11 µg de ADNc que codifica para el receptor de LH o el de FSH y 

0.11 µg de ADNc que codifica para la RGS3, RGS 1 O o el vector testigo, utilizando 4 µI 

de Lipofectamina en 0.5 mi OPTl-MEM por pozo. Setenta y dos horas después de la 

transfección, las células se lavaron dos veces con 0.5 mi DMEM/0.1 % ASB. 

Posteriormente se incubaron con los respectivos ligandos yodados durante 5, 15, 30, 

60, 90 o 120 minutos a 37°C. En el tiempo indicado, la solución fue removida y la placa 

se colocó en hielo. Las células se lavaron dos veces con 0.5 mi de PBS frío y se 

agregó 0.5 mi de solución ácida de lavado (ácido acético 50 mM y NaCI 150 mM, pH 

2.8) a cada pozo, y se incubó durante 12 minutos en hielo. La solución ácida de lavado 

fue colectada y se contó la radiactividad. Las células se solubilizaron en 0.5 mi 

PBS/0.1 % Tritón X-1 OÓ durante 24 horas, posteriormente -se colectaron y se · contó la 

radiactividad. La unión no específica se determinó con el mismo procedimiento pero en 

presencia de 10 µM de ligando no yodado (Vrecl, et al. 1998). 

Análisis de Datos. Los datos están presentados como la media ± la desviación 

estándar del resultado de triplicados en cada experimento. Los experimentos fueron 
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repetidos por lo menos tres veces cada uno, obteniendo resultados similares entre 

ellos. Los datos fueron analizados utilizando la prueba estadística de ANOVA de una, 

dos o tres vías, seguido por la prueba de Tukey, y por una prueba de t de Student. Los 

valores de p < 0.05 fueron considerados como significativos. 
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RESULTADOS 

El modelo de estudio que se utilizó para el desarrollo de este proyecto fueron las 

células HEK-293, linea celular proveniente de riñón fetal humano y ha sido ampliamente 

utilizada para ensayos de actividad de los receptores de LH y FSH. Las células HEK-

293 no expresan de manera natural a dichos receptores, lo que las hace de gran 

utilidad para la evaluación de ensayos funcionales. 

Se llevó a cabo el aislamiento del ARN total tanto de ovarios como de cerebro 

de ratas, con el fin de obtener los ADN complementari.os (ADNc) que codifican para el 

receptor de LH y para el receptor de FSH y posteriormente se sobre-expresaron de 

manera transitoria en la línea celular HEK-293. El ARN total cerebral se obtuvo a partir 

de 300 a 400 mg de tejido de un solo cerebro. En el caso del aislamiento del ARN total 

de ovarios se utilizaron los ovarios de tres ratas, (300 a 500 mg de tejido). Una vez 

obtenido el ARN éste se trató con una solución de cloruro de litio 8M con el fin de 

obtener un ARN mensajero altamente purificado (libre de polisacáridos o ARNs 

pequeños como son el ARN de transferencia y el 5s ARN). La cantidad de ARN 

mensajero que se obtuvo fue de 0.16 µg/µI para el cerebro y de 0.06 µg/µI para el 

ovario. 

La síntesis de la primera hebra de ADNc se realizó utilizando un oligonucleótido 

dT. Se sintetizó la primera hebra de ADNc tanto de cerebro como de ovarios. 

Asimismo, se amplificó el ADNc de los receptores de LH y FSH utilizándose para ello 4 

oligonucleótidos específicos para cada receptor, dos que se unen a las regiones 5' y 3' 

terminales del ADN y dos que se encuentran en la región intermedia de los receptores, 

con el fin de obtener ambos receptores en dos secciones para posteriormente unirlos 

mediante la reacción de PCR. Se obtuvieron ambos receptores en dos productos de 

aproximadamente 1, 100 pares de bases cada uno, que es el producto que se esperaba. 
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Se detectaron otras bandas de diferentes tamaños, que contenían sólo una parte 

pequeña de los receptores que buscábamos, por lo tanto esas no se utilizaron (figuras 8 

y 9 panel A). En el caso del receptor de LH. el producto que se obtuvo con los 

oligonucleótidos LHR-F3/LHR-R3 no pudo unirse al producto 1 en el segundo PCR. De 

igual manera, con el receptor de FSH, el producto obtenido con los oligonucleótidos 

FSR-F2/FSHR-R1 no pudo unirse al producto 2 en el segundo PCR. Posteriormente se 

llevó a cabo un segundo PCR, utilizando como templados a cada uno de los productos 

resultantes del primer PCR (2 productos por cada receptor), obteniendo bandas de 

aproximadamente 2,200 pares de bases, que era lo ~sperado . De igual manera, se 

obtuvieron bandas que contenían sólo una porción de los receptores, así es que éstas 

se descartaron (figuras 8 y 9 panel B). Una vez que se obtuvieron los receptores 

completos de LH y de FSH, se procedió a clonarlos en el vector pcDNA3.1N5-

HisffOPOffA, y se introdujeron en bacterias E. Coli JM109 obteniendo de esta manera 

colonias positivas para ambos receptores. Las clonas de ADNc fueron secuenciadas e 

identificadas por análisis de restricción enzimática. 

La expresión de RGS3 y RGS10 en las células HEK-293 posterior a la 

transfección fue verificada mediante un Western blot. La expresión de RGS3 o RGS10 

resultó en bandas de densidad similar para ambas proteínas; por el contrario, cuando 

las células fueron transfectadas con el vector testigo no se observó banda alguna 

(figura 1 O). 

A continuación, se ll~vó a cabo el análisis de unión del ligando a los receptores 

de LH y de FSH en presencia de RGS3 o RGS10 (figura 11). Las células que 

expresaron transitoriamente a los receptores de LH o de FSH y RGS3, RGS10 tuvieron 

una afinidad por el receptor y el número de receptores por célula similares al ser 

comparados con las células que expresaban a los receptores y al vector testigo, 

pcDNA3.1 (Tabla 2). 
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Figura 8. Clonación del receptor de LH. A.) Se obtuvieron dos bandas por separado del receptor de 
LH en el primer PCR, utilizando oligonucleótidos específicos para dicho receptor. B.) Se llevó a cabo 
un segundo PCR utilizando como templados los 2 productos obtenidos del primer PCR obteniéndose 
así al receptor completo. Los tres carriles que se observan en este panel, tienen el mismo contenido. 
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Figura 9. Clonación del receptor de FSH. A.) Se obtuvieron dos bandas por separado del receptor de 
FSH en el primer PCR, utilizando oligonucleótidos específicos para dicho receptor. B.) Se llevó a 
cabo un segundo PCR utilizando como templados los 2 productos obtenidos del primer PCR 
obteniéndose así al receptor completo. Los tres carriles que se observan en este panel, tienen el 
nismo contenido 
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Figura 10. Expresión de RGS3 y RGS10. La expresión de A.) RGS3 y B.) RGS10 en células HEK-
293 se confirmó mediante Western blot, como está descrito en materiales y métodos. Se llevaron a 
cabo tres experimentos diferentes con resultados similares al que se muestra aquí. 
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Figura 11. Unión del ligando a los receptores de LH y de FSH en presencia de RGS3 o RGS10. 
Setenta y dos horas posteriores a la transfección, las células HEK-293 que ce-expresaban a los 
receptores de A) LH o de B.) FSH y al vector control pcDNA3.1, RGS3 o RGS10 fueron expuestos 
a diferentes concentraciones de (1251]-LH o -FSH durante 3 horas y se determinó la unión del 
ligando al receptor. Cada punto de la curva está expresado por cuadruplicado. 
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Tabla 2. Número de receptores por célula y afinidad del ligando por el receptor (Kd) de 

los receptores de LH y de FSH en presencia de RGS3 o RGS10. 

Receptor Receptor de LH Receptor de FSH 

Proteína RGS pcDNA3.1 RGS3 RGS10 pcDNA3.1 RGS3 RGS10 

(testigo) (testigo) 

Número de 30,315 26,400 26.809 29,781 34,626 32,692 

receptores/célula ±2,617 ±1,985 ±1,879 ±1,523 ±2,114 ±2,012 

1 

1 

1 

1 Kd (nM) 1.1±0.3 0.8±0.2 1.0±0.2 1.3±0.1 1.3±0.2 1.2±0.2 

1 

1 
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Posteriormente se analizó el efecto de las proteínas RGS3 y RGS10 en la 

liberación de AMPc de las células HEK-293, que sobre-expresaban transitoriamente a 

los receptores de LH o de FSH, en respuesta a diferentes concentraciones del agonista 

(O, 12.5, 25, 50ng/500µ1 de hCG o FSH respectivamente) (figura 12). Se tomó como el 

100% al valor obtenido con la dosis de 50 ng de agonista del vector testigo. La proteína 

RGS10 no tuvo efecto sobre la liberación de AMPc de células que expresan 

transitoriamente tanto al receptor de LH como al receptor de FSH. Por el contrario, 

RGS3 provocó inhibición significativa en la liberación de AMPc de las células que 

expresaban al receptor de LH. Con la concentración más alta del agonista que se 

estudió hay aproximadamente un 43% de inhibición, comparado con los valores testigo 

(figura 12A). La RGS3 también mostró una inhibición significativa (aproximadamente 

50% con la concentración más alta del agonista) en la liberación de J\MPc mediada por 

el receptor de FSH (figura 128). 

De igual manera examinamos el efecto de RGS3 y RGS 1 O en la producción de 

IP de células que expresaban transitoriamente al receptor de LH o de FSH en respuesta 

a concentraciones ascendentes de agonista (O, 12.5, 25, 50ng/500µ1 de hCG o FSH 

respectivamente) (figura 13). Se tomó como el 100% al valor obtenido con la dosis de 

50 ng de agonista del vector testigo. Cuando se expresó RGS10 junto con el receptor 

de LH o el de FSH no hubo diferencia significativa en la respuesta de IP comparado con 

los valores testigo; por el contrario, RGS3 mostró una inhibición significativa en la 

producción de IP al ser estimulados ambos receptores con todas lasº concentraciones 

de agonista utilizadas, incluyendo aquellos valores obtenidos cuando el receptor no fue 

estimulado. 

Finalmente, con el fin de ver si la internalización de los receptores se veía 

afectada en presencia de las proteínas RGS, analizamos la velocidad de internalización 

de los receptores de LH y de FSH en presencia de RGS3 o de RGS10 (figura 14). La 
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Figura 12. Efecto de RGS3 o RGS10 sobre la liberación de AMPc en células HEK-293 que 
expresan al receptor de LH o al de FSH. Se obtuvieron curvas dosis-respuesta para células que 
expresan A.) al receptor de LH o B.) al receptor de FSH al ser estimuladas con hCG o FSH, 
respectivamente. Cuarenta y ocho horas después de la transfección, las células fueron 
estimuladas durante 24 horas con las concentraciones indicadas de hCG o FSH y la liberación 
de AMPc se detenninó mediante un RIA. Se tomó corno el 100% al valor de respuesta máxima 
con el vector control. Los datos son presentados como la media ± el error estándar de 
transfecciones hechas por triplicado para cada dosis de agonista estudiada. 
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Figura 13. Efecto de RGS3 o RGS10 sobre la producción de IP en células HEK-293 que expresan 
al receptor de LH o al de FSH. Se obtuvieron curvas dosis-respuesta para células que expresan 
A.) al receptor de LH o B.) al receptor de FSH al ser estimuladas con hCG o FSH, 
respectivamente. Setenta y dos horas después de la transfección, las células fueron estimuladas 
durante 2 horas con las concentraciones indicadas de hCG o FSH y se midió la producción de IP. 
Se tomó como el 100% al valor de respuesta máxima con el vector control. Los datos son 
presentados como la media ± el error estándar de transfecciones hechas por triplicado para cada 
dosis de agonista estudiada. 
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Figura 14. Velocidad de internalización de los receptores de LH y de FSH en presencia de RGS3 o 
RGS10. Setenta y dos horas posteriores a la transfección, se determinó la velocidad de 
internalización de los receptores de A) LH y de B.) FSH después de 5, 15, 30, 60, 90 y 120 minutos 
de incubación con [1251)-LH o -FSH, respectivamente. Los datos fueron marcados como la media ± 
el error estándar del porcentaje de receptores internalizados de transfecciones hechas por triplicado 
para cada tiempo. 
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velocidad de internalización de ambos receptores fue medida hasta un periodo de 

incubación de 120 minutos en presencia de [1 125]-LH o (1125)-FSH. Tanto para el receptor 

de LH como para el de FSH se observó un ligero incremento lineal en la velocidad de 

internalización. No se observaron diferencias significativas en la velocidad de 

internalización del receptor de LH y del receptor de FSH en presencia de RGS3 o de 

RGS1 O comparado con el valor testigo (vector pcDNA3.1 ). 
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DISCUSION 

La función principal de las proteínas RGS es la de inhibir la señalización celular 

de los GPCR mediada por las subunidades a de las proteínas G, al actuar como GAPs 

(Druey, et al., 1996; Dohlman y Thorner, 1997; De Vries y Farquhar, 1999; De Vríes, et 

al., 2000). No obstante se ha mostrado que las proteínas RGS siendo una familia 

altamente diversa y multifuncional que se unen directamente a las subunidades Ga 

activas, también presentan otras funciones como ser proteínas de anclaje, reguladores 

de la actividad transcripcional y antagonistas de efectores (De Vries y Farquhar, 1999; 

Burchett, 2000; Kozasa, 2001; Hollinger y Hepler, 2002). Algunos estudios recientes 

han mostrado que estas proteínas actúan como reguladores o como integradores 

multifuncionales de moléculas involucradas en la señalización de las proteínas G 

(Hepler, 2003). De igual manera se ha visto que las proteínas RGS pueden funcionar 

como proteínas de anclaje entre los GPCRs y los receptores de cinasas de tirosina o 

canales membranales, lo cual permite que la señalización de los GPCRs sea regulada 

por medio de otro tipo de receptores (Druey, 2001). 

El presente estudio muestra que la RGS3 regula de manera inhibitoria la 

señalización de los receptores de LH y de FSH. En las células que sobre-expresaron al 

receptor de LH o FSH y RGS3 o RGS10, no se observó diferencia en la afinidad del 

ligando por el receptor, lo que indica que las proteínas RGS probablemente no estén 

involucradas en la regulación de la unión del ligando a estos receptores. 

La respuesta de AMPc disminuyó en presencia de la proteína RGS3, regulando 

de manera inhibitoria la señalización de los receptores de LH y de FSH, mientras que 

con la RGS10 no se observaron modificaciones en la liberación de AMPc. Existe poca 

evidencia previa de la interacción de éstas proteínas con las subunidades G5a. Se ha 
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mostrado que la RGS2 inhibe la liberación de AMPc mediada por Gsa. (Tseng y Zhang, 

1998; Versele, et al. 1999; Sinnarajah, et al. 2001) y directamente interactúa con Gsa. in 

vitro (Tseng y Zhang, 1998). De igual manera ha sido mostrado que una fonna 

truncada de la proteína RGS3 (RGS3T) inhibe a la subunidad Gsa (Chatterjee, et al. 

1997). En un estudio previo observamos que en células que expresan al receptor de la 

hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) la liberación de AMPc disminuyó en 

presencia de RGS 1 O, en comparación con las células testigo. Sin embrago, este 

decremento pareció ser independiente de la estimulación del receptor de GnRH, ya que 

la disminución se observó incluso en los valores bélsales (Castro-Fernández, et al. 

2002). Los resultados del presente estudio muestran que la RGS3 puede actuar como 

un aumentador de la actividad de GTPasa para Gsa. y por consiguiente inhibe la 

liberación de AMPc. Sin embargo, este efecto puede no deberse a una interacción 

directa de las proteínas RGS con las subunidades Gsa. sino más bien a una regulación 

de los receptores mediante mecanismos secundarios. Es decir, podría estar 

funcionando como antagonista de los efectores, impidiendo que la proteína Gsa se una 

a su efector específico, inhibiendo así la producción o liberación de segundos 

mensajeros. Se ha observado que las proteínas RGS pueden unirse fuertemente a las 

subunidades Ga activas impidiendo así su unión al efector y por ello actuando como 

antagonistas, independientemente de la actividad GAP que tienen las RGS (Hepler et 

al.. 1997: Carman et al., 1999) 

Los resultados obtenidos en el presente estudio indican que la proteína RGS10 

no tiene efecto sobre la señalización tanto del receptor de LH como del de FSH, ya que 

no hay diferencias significativas en la producción de IP comparado con los valores 

testigo. Por el contrario, observamos que en presencia de RGS3, hay una inhibición 

significativa en la liberación de IP con todas las concentraciones de agonista estudiadas 
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para ambos receptores y aún en ausencia de agonista (a la cual denominamos 

concentración cero). En el caso del receptor de LH, la RGS3 inhibió considerablemente 

la respuesta de IP (aproximadamente un 40% comparado con el valor testigo), sin 

embrago los valores basales en presencia de RGS3, son similares a los valores basales 

del vector testigo. En cambio, para el receptor de FSH observamos que la respuesta 

fue significativamente inhibida en ausencia del agonista y con todas las 

concentraciones de agonista utilizadas. Estos resultados nos llevan a sugerir que, a 

pesar de que hay una probable acción de la RGS3 en la señalización mediada por Gqa 

a través de estos receptores, la RGS3 inhibe la señalización del receptor de FSH con 

un mínimo efecto en la activación del receptor, ya que hay atenuación en la producción 

de IP aún en estados basales. Esto significaría que la RGS3 puede interactuar con 

esta subunidad mediante mecanismos independientes de la activación del receptor. 

Una posible explicación de la discrepancia en la regulación de la señalización de 

ambas proteínas RGS podría ser la diferente localización de cada una de estas 

proteínas en el interior de la célula. La proteína RGS10 se localiza principalmente en el 

núcleo.. mientras que la RGS3 se encuentra en el citoplasma (Chatterjee y Fisher, 

2000), lugar donde es accesible para las subunidades de las proteínas G, efectores y 

GPCRs. La diferencia en la localización de las proteínas RGS podría explicar la 

heterogeneidad funcional de las mismas (Burchett, 2003). De igual forma se ha 

observado que las proteínas RGS pequeñas, como es el caso de la RGS10, en ciertos 

sistemas funcionan exclusivamente como reguladores inhibitoriós de la señalización de 

las proteínas G. Por el contrario las proteínas RGS de mayor tamaño como la RGS3, 

son proteinas multifuncionales que tienen capacidad de unir tanto a proteínas G así 

como a otras proteínas de señalización. Estas proteínas pueden estar actuando como 

1) integradores de la señalización de las proteínas G, 2) como nuevos efectores de las 

proteínas G o 3) como proteínas de anclaje que mantienen a los complejos de 
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señalización (Sierra, et al., 2000; Zhong y Neubig, 2001; Hollinger y Hepler, 2002). 

Asimismo, estos efectos diferenciales pueden ser consecuencia de diversas 

interacciones entre los dominios de RGS10 o RGS3 y los receptores, resultando en una 

regulación funcional desigual de los receptores en presencia de una u otra proteína 

RGS (De Vries y Farquhar, 1999; Burchett, 2000; Kozasa, 2001 ; Anger, et al. , 2004) o 

de un reconocimiento diferencial de estados conformacionales de Gscx y Gqcx expuestos 

por RGS 1 O o RGS3. Los diferentes GPCRs, ya sea solos o en conjunto con las 

proteínas G relacionadas a estos sistemas, pueden reunir selectivamente a ciertas 

proteínas RGS dirigiéndolas hacia la membrana plasmática determinando sus funciones 

de señalización (Hepler 2003). El reconocimiento diferencial ha sido observado en los 

receptores de serotonina 5-HT1A, 5-HT2A y de dopamina 02, donde se ha mostrado 

que RGSZ1 , RGS2, RGS4, RGS7 y RGS10 modulan diversas vías de señalización de 

manera diferente dependiendo del receptor en el cual está llevando a cabo su acción. 

También se ha observado que los dominios que son diferentes al dominio RGS 

(mostrados en la figura 2) de las proteínas RGS confieren una selectividad de la 

proteína RGS hacia algunos GPCRs, como ocurre con el dominio N-terminal de la 

RGS4 que discrimina entre los diferentes complejos de señalización de los GPCRs 

(Ghavami, et al., 2004). 

Los resultados del presente estudio aportan la primera evidencia de la 

regulación de la señalización de los receptores de LH y FSH mediante una proteína 

RGS. Se mostró que fa señalización de los receptores de- LH y FSH es regulada de 

manera inhibitoria por la proteína RGS3 pero no por la RGS10, lo que nos lleva a 

sugerir que existe un efecto diferencial entre las proteínas RGS en los diferentes 

sistemas y en las diferentes proteinas Gcx involucradas. Se ha observado que los 

mecanismos reguladores de las proteínas RGS son diversos; pueden presentar una 

regulación estimulante o inhibitoria en la señalización celular mediada por los GPCRs, 
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pueden regular directamente a los efectores o pueden actuar como andamios al 

ensamblar complejos de proteina y así modular su señalización (De Vries y Farquhar, 

1999; Burchett, 2000; Kozasa, 2001 ). 

Las proteínas RGS pueden apagar la señalización de algunos GPCRs (De Vries, 

et al., 2000), y puede ser que este sea el caso con los receptores de LH y de FSH. Los 

receptores de LH y FSH desempeñan un papel muy importante en la función 

reproductiva, y la regulación inhibitoria ejercida por las proteínas RGS puede jugar un 

papel importante en la acción de estos receptores al regular sus respuestas en 

presencia de un ambiente modificado. Podríamos especular que estas proteinas juegan 

un papel importante en ciertas enfermedades del aparato reproductivo, como sería 

algún tipo de cáncer, y por lo que tendrian gran utilidad para regular de manera 

adecuada a los receptores en caso de estos presenten una activación irregular. 

Los receptores de LH y FSH, pueden estar regulados por muchos factores, y de 

asta manera también podemos imaginar que las RGS actúan sobre los receptores de 

LH y de FSH regulando el ciclo reproductivo. Sin embargo, se requiere todavía de 

muchos estudios en esta área para ampliar los conocimientos y poder sacar 

conclusiones definitivas. Todos estos mecanismos reguladores son de suma 

importancia para poder entender más a fondo el papel fisiológico de las proteínas RGS 

en las acciones de los GPCRs. 

45 



PERSPECTIVAS 

Las proteínas RGS representan blancos potenciales para agentes farmacéuticos 

importantes. Se debe de estudiar más a fondo las vías de señalización particulares en 

que las proteínas RGS se asocian, para tener un mejor entendimiento de sus 

mecanismos de acción y que puedan servir como una herramienta terapéutica 

altamente específica. 

Actualmente se ha tenido en cuenta la creación de nuevos medicamentos, 

utilizando a estas proteínas RGS debido a su capacidad única de modular la 

señalización de las proteínas G, y a su localización altamente regionalizada que las 

hace ser muy específicas dentro de su sitio y modo de acción. De igual manera las 

proteínas RGS pueden ser un blanco fácil para medicamentos que inhiban su acción, 

aumentando de ésta manera las acciones de ciertos neurotransmisores, hormonas, 

etcétera, en diversas enfermedades en donde las señales pudieran ser apagadas en 

una etapa temprana a causa de la alta actividad de las proteínas RGS. 

A pesar de que se ha estudiado ampliamente a estas proteínas en diferentes 

sistemas, hace falta mejorar el conocimiento del papel fisiológico de cada una de las 

proteínas RGS en vías de señalización específicas, ya que se ha visto que la función de 

éstas proteínas puede variar considerablemente dependiendo del sistema en el que 

esté actuando. Para la producción de un medicamento determinado dirigido hacia las 

proteínas RGS, debe de verse claramente el funcionamiento de la proteína RGS en el 

sistema de interés. 
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CONCLUSIONES 

Las proteínas RGS3 y RGS10 no alteraron la expresión de los receptores de LH 

y FSH en la superficie celular ni la afinidad del ligando por el receptor, indicando que 

dichas proteínas RGS no están involucradas en la unión del ligando al receptor. 

La señalización de los receptores de LH y FSH mediada por las proteínas G, fue 

regulada de manera inhibitoria por la proteína RGS3 pero no por la RGS10, lo cual 

muestra un efecto diferencial entre las proteínas RGS en la regulación de los receptores 

de LH y FSH. 

La internalización de los receptores de LH y FSH no se modifica en presencia de 

las proteínas RGS3 y RGS10, mostrando que dichas proteínas no se encuentran 

involucradas en este proceso. 
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Follicle-stimula ting hormone receptor (FSHR) and 
luteinizing hormone receptor (LHR) belong to the super­
family of G protein-coupled receptors (GPCR); GPCRs 
are negatively regulated by RGS ("regulators of G pro­
tein signaling") proteins. In this study we evaluated the 
effects oí RGS3 and RGSl O on FSHR and LHR ligand 
binding and effector coupling. FSHR and LHR ligand 
binding were unchanged in the presence of RGS3 or 
RGSlO. However, signaling ;,y FSHR and LHR was 
diminished by RGS3 but not by RGSl O. This constitutes 
the first demonstration of an interac tion between RGS 
proteins and LH and FSH signaling pathways and iden· 
tifies a mechanism for negative regulation of RGS3 on 
FSHR and LHR signaling. 

Key Words: RGS proteins; FSH receptor; LH receptor. 

lntroduction 

The fo1l icle-s1imula1ing hormone receptor (FSHR) and 
lu1einizing honnone receptor (LHR) be long 10 !he G pro1ein­
coupled recep1or (GPCR) family ( /, 2) . These receplors are 
coupled to G,a. which ac1ivates adenylyl cyclase in order 
10 increase 1he synihesis of 1he second messenger cyclic 
AMP (cAMP) ( 3.4 ). and 10 Gq111a. which acriva1es phospho­
lipase-C and resulls in produc1ion of the second messengers 
inosi1ol 1.4.5-triphosphale (IP3) and diacylglycerol; il has 
also been suggestcd thal FSHR and LHR couple 10 Gí/Oa 
thal inhibils the ac1iva1ion of lhc adenylyl cyclase ( 1.3). 

The selcctivity and intensity ofthe GPCR signals are regu· 
lated by several mechanisms. A fami lyof more than 20 known 
proteins. 1he "regulators of G protein signaling" (RGS) pro­
teins, have been identified ascomponents of signal transduc-

Rcccivcd July 19. 2~: Revise.! AuguSI 25. 2004: Ace<p<cd Septeml><r 17, 
2004. 
;\tllhur to whom :tl1 c:orre!lpondtncc 3nJ reprint rcqucsts should be: addrcs~e<l: 
Juan Pablo ~t~tu.lcz. Unid~11.J <le ln,•c.stigac ión Médiéa en Biologi3 del 
Des.arro11\>. C0tmJin.1ci6n de 11\\'C)Og:&ción en S;.lud. Coahuil:t 5. Coloni:i. 
Rom:,, Apartado PtlS131 1\ ·041. C.P. 06703 México, D.F.. MCxico. E·m:,il: 
jpmb@scn·idor.unan\.mx 

49 

tion cascades generated by GPCR-G proteins. The main func-
1ion of these proieins is 10 nega1ively regulate G proteins, 
by acting as GTPase-ac1ivating proteins (GAPs), lhereby 
accelerating G pro1ein-GTP hydrolysis (5-8) and decreas­
ing 1he lenglh of time the G pro1ein is in the activated state 
(9). RGS proleins share a highly cons.:rved doma in of about 
120 amino acids. which mediales the inleraction of RGS 
proteins wilh lhe Ga subuni1. considered 10 be the main con-
1ribu1or to their intrinsic GAP activity (7. 10). lt has also 
been shown thal RGS pro1eins can have regulatory functions 
Other !han as GAPs . 1hey can increase lhe signaling of sev­
era! receplors and regulate gene transcrip1ion ( 10-12). RGS 
proieins have been shown to mainly in1eract wi1h Gqa and 
G;a subunits ( 13.14); nevertheless, there is C\' idence of 3n 
c ffect of RGS proleins on 1he G,a subuni1 ( J 5- 18). 

In this sludy. we analyzed the effect of the RGS3 and 
RGS 1 O proteins on FSHR and LHR expression. ligand bind­
ing. and signaling. Ourobserva1ionsshow a previously unap­
preciated rcgulation of FSHR and LHR by RGS proteins. 

Results 

The expression of RGS3 and ROS 10 in HEK-293 ce lis 
after transfeciion of DNA for 1hese proteins was verified 
by Western blot. Expression of RGS3 or RGSlO proteins 
rcsulted in bands of similar densily for both proteins, and 
when cells were 1ransfec1ed with thc control vector, lhere 
were 110 observabie bands (Fig. 1). 

Scatchard binding analysis of the FSHR and LHR in the 
presence of RGS3 or RGS 1 O are shl)wn in Figs. 2 and 3. 
Cells lhat transiently express the FSHR or LHR and RGS3 
or RGSJO hada similar rec.eptor affinity and similar aver­
age number of recep1ors/cell compared to !hose cells ex­
pressing the recep1ors and the conirol vec1or. pcDNA3. l 
(FSHR/pcDNA3. I Kd = L3 ± 0.1 nM, rece p1ors/cell = 
29.781 ± l .523; FSHRJRGS3 Kd= 1.3 ± 0.2 nM, receptorsl 
cell = 34.626 ± 2,114; FSHR/RGSIO Kd = 1.2 ± 0.2 n/\1, 
recepiors/cell = 32.692 ± 2.012; LHRJpcDNA3.l Kd= 1.1 
:1: 0 .3 nM, rcceplors/cell = 30,3 15 ± 2.617: LHR/RGS3 Kd 
= 0.8 ± 0.2 nM, receptors/cell = 26.400 ± 1.985; LHR/ 
RGS l O K,1= LO ± 0.2 nM. receptors/ccll= 26.809 ± l ,879). 
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Fig. 2. Scatchard binding plo1s of FSHR and RGS 10 or RGS3 
coexpressing cells. Sevenly-two hours afrer transfocrion. HEK­
:93cellsco-expressing rhe FSHR and pc0NA3. I, RGS3, or RGS 10 
were exposed to increasing concentrations of l "'IJFSH for 3 h 
and binding was derermincd. Thrce different expcrimenrs wcrc 
performed with similar resuhs. 

We analyzed the effect of RGS3 and RGS 10 on cAMP 
release from HEK-293 cclls. transiently expressing the FSHR 
or LHR. in response to increasing concentrations of the 
agonists (0, 12.5. 25. 50 ng/500 µL of FS H or hCG. as noted) 
\ figs. 4 and 5). RGSIOhad noeffec1 on lhe release of cAMP 
from FSHR or LHR expressing ce ll s. In contrns1, RGS3 
hada significant inhibi1ion on cAMP released from FSHR 
expressing cells. At lhehighest concemration of agonist stud· 
ied. there was an approx 50% inhibition. compared 10 lhe 
control values (Fig. 4A). RGS3 also hada s ignificant inhi-
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Fig. 3. Scatchard binding plots oí LHR and RGSIO or RGS3 
coexpressing cells. Seveniy-two hours after transfection, HEK-
293 ccllsco-expressing the LHR and pc0NA3. I. RGS3. or RGS 10 
were exposed lo increasingconcentralions of [1'-'l]LH for 3 h and 
binding was determined. Threc different experiments were pcr­
formed with similar rcsulrs. 

bition (approx 43% a11he highest agonist concentration) on 
cAMP relcascd mcdiated through the LHR (Fig. 4B). 

Finally. we examined che effect of RGS3 and RGS IOon 
IP production from cclls iransiently expressing the FSHR 
or LHR in response lo increasing concen1ra1ions of the 
agonists (0. 12.5, 25, 50 ng/500 µL of FSH or hCG, as no1ed) 
(Fig. 5). When RGS 10 was expressed with either FSHR or 
LHR thcre wa~ no difference in IP response from the con­
tro l values; in contrast. RGS3 exhibited a significant inhi· 
bition of IP production with ali concentrations of agonists 
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Fig. 4. Effecl of ROS3 or ROS 10 on cAMP release in HEK-293 
cells expressing FSHR or LHR. Concenirarion- response cur.•es 
for {A} FSH- or {B ) hCO-stimulaled cAMP release from HEK-
293 cells lransiemly ex.prcssing FSHR or LHR and pcDt-;A3.I. 
ROS3. or RGS 10 were assayed. Forty-eight hours aftcr 1ransfcc-
1ion. cells were slimulaled for 24 h wilh lhe indicaled concemra­
lions of FSH or hCO and cAMP release was measured by RIA. 
Data are presenled as lhe mean :t: SE of triplicate transfections. 
Threc differeni cxperimenls showed similar resuhs. 

studied, including those values obtained when the receptor 
was not stimulated. 

Discussion 

In this study. we vbserved that RGS3 negatively regulates 
FSHR and LHR-mediated G protein signaling. The expres­
sion of RGS3 and RGS 10 in HEK-293cells was verifiedby 
Western blot. The resul ts observed suggest that both RGS 
proteins express in HEK-293 cells after transfection: how-
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Fig. S. Efíect of ROS3 or ROS 10 on IP production of HEK-293 
cells cxprcssing FSHR or LHR. Concentration-response curves 
for ( A} FSH- or (B} hCG-stimulated IP production from HEK-
293 cells transiently expressing FSHR or LHR and pcDNA3. I. 
ROS3. or ROS 10 wcre assaycd. Seventy-two hours after trnns­
feciion. cells were slimulated for 2 h with the indicated concen­
trations of FSH or hCG. and IP production was measured. Data 
are presented as the mean :1: SE of triplicate tro.nsfections. 1ñrec 
different experiments showcd simi lar results. 

ever, these proteins are not expressed in these cells when 
transfection of RGS proteins is lacking. These results are 
similar from sorne previously reported where they expressed 
RGS3, RGS4, or RGS 10 in HEK-293 cells ( 19). 

When cells co-expressed either the FSHR or LHR and 
RGS3 or RGS 10. receptor- ligand affinity is unchanged, sug­
gesting that the RGS proteins are not involved in ligand 
binding or expression of these receptors. 

RGS3 inhibi ts cAMP response by negatively regu lating 
the FSHR and LHR signal ing. whi le RGS 10 does not ha ve 
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an effec1 on cAMP relense. There is liule previous ev1dence 
of 1he in1erac1ion of thesc protcins with the G,Ct ~ubun11s. 
lt has been demonstr.ned lhm RGS2 inhibits G,Ct-mediatcd 
cAMP releasc ( 15- 17) and it interac1s dircctly with G,o. in 
,·i1ro ( 15). lt has :1lso been observed 1ha1 a lruncn1cd form 
of RGS3 (RGS3T) inhibi1s the G,o. subunit ( 18). In previ­
ous s1udics. we obSc:rved tha1 expression of RGS 10 rcsuhed 
in a diminishcd cAMP release compared lo lhe con1rol cclls 
in cclls expressing lhe gonadotropin-r<.'lca~ing hormone re­
ceptor (GnRHR): however. 1h1s decrease seemcd lo be indc­
pendent of GnRHR sumulation since there was a dccre:1:.c of 
cAMP release evcn when the agonis1 was abscm (20). In lhc 
present s1udy. we sugges1 that RGS3 might be ac1ing as a 
GTPase enhancer of G,o..1hereby inh1biting cAMP relcasc. 
Howcver. this effecl could not be duelo a direc1 in1erac1ion 
of RGS pro1eins with G,o. subunits but rathcr rcgul;11c lhc 
receptors signuling by sccondary mcchnnisms. 

We also analyzed lhe effec1 of RGS3 and RGS 10 on IP 
release. We observed that RGS 10 has no effect on FSI IR or 
LHR signaling because thcre is no differential IP rclcase 
compared 10 the control valucs. In con1ras1. wc saw 1h:111n 
the prescncc ofRGS3. there is .1 significan! inhibition of IP 
relea~e wuh ali concentr:uions of agonist Mud1cd for both 
receptors. :md e ven wi1hou1 agonist stimulation. In thc c:1'c 
of l HR. RGS3 grcatly inhibited the LP response. bul d1d no1 
a her the concentration-response charac1ens11c~ : howcvcr. 
for FSHR we see 1ha1 lhe response :s significantly 111hib11cd 
in agonist absencc and w11h ali the agon1s1 conccrurntions 
u sed. Thesc resuhs suggest lhat. although thcrc is a probable 
action ofRGS3 on Gqo.-mediated signaling vi;1 1hcsc rcccp­
tors. RGS3 inhibils the FSH signaling pathway with only a 
modest effect on receptor activation. bec;iuse there i~ auen­
uaúon of cAMP relcased even in basal le veis. Thb suggesls 
that RGS3 might be interacting with this subunit by mecha­
nisms indcpendent of receptor activauon. 

One possiblc explanation for thc difference in the signal­
ing regulation of both RGS protcins could be 1ha1 RGS 10 
has becn shown 10 be primarily localized to the nucleus. 
while RGS3 is found in the cytoplasm f2 I ), accessiblc 10 
the G protcin subunits, effectors. and GPCRs. The differ­
ential cellular localization of RGS proleins can provide 
func1ional he1erogenei1y 10 the RGS pro1eins (22). h could 
also be 1ha1 these differen1ial effec1s werc a consequencc 
of modified inleraclions via di verse domains be1wccn thc 
receptors and RGS 1 O compared 10 RGS3. serving dissimi­
lar regulatory functions (JO. J 1.23.24) ordiffercntial rccog­
nition of confonnational states of G,o. and Gqo. exposed by 
RGS IOor RGS3. Diffcrenti:il recognition has becn observcd 
on serotonin 5-HTI A. 5-HTIA. and dopamine 02 recep­
tors, where it was demons1ra1ed 1ha1RGSZ1. RGS2. RGS4. 
RGS7, and RGS 10 modulate di verse signaling pathways in 
a diffcrcnt manner dcpcnding on the receptor on which its 
action is taking place. They observed that domains which are 
distinct from the conserved doma in of RGS proteins confer 

selec1ivi1y 10 lhe RGS pro1ein toward sorne GPCRs. such 
as 1he RGS4 N-terminal doma in that discrimina1es betwecn 
GPCR signaling complexes (25). 

Thc present study providcs lhc firsl evidence of the in1er­
ac1ion between any RGS protcin and FSHR or LHR signal­
ing. FSHR or LHR signaling has beco demons1ra1ed 10 be 
negatively regulaled by RGS3 but no1 RGSIO. suggesting 
a different effect betwcen RGS proteins on lhe diverse sys­
tems and on lhe diffcrcnt Go. pro1eins invol\'ed. The rcg­
ulatory mechanismsoflhe RGS proteins have been observed 
lo bcdi\•erse: they havc a positive or negative regulation on 
thc GPCRs-mcd1a1ed s1gnaling. they directly regulate th~ 
effcctors. or lhey actas scaffolds by assembling pro1ein com­
plexes Jnd modul:Hmg their signaling ( 10.l 1.23). 11 is wcll 
known 1ha1 many RGS pro1cins can lum off signaling of 
some GPCRs (7). and this is likely the case with che FSHR 
and LHR. This ncgolivc rcgulntion m:1y play an importan! 
role in the aclion of these recep1ors by modulating their re­
sponses when n modificd cnvironment is present. These reg­
ulatory 111echanisms are imponan1 10 funher understand the 
physiological role of thc RGS proteins on GPCRs actions. 

Materials and 1\lethods 

Materials 

The RGS3 and RGS IOcDNAs and the RGS3 polyclonal 
aniibody were gencrously provided by P. Michael Conn (Orc­
gon National Primale Re~earch Ccntcr, Oregon Heahh and 
Science Univcrsity. Beavenon. OR). The RGS 10 polyclo­
nal antibody RGS 10 (C-20) was purchased from Santa Cruz 
Bio1echnology. Jnc. (Sanrn Cruz. CA). The agonists and 
io<lination grade LH and FSH wcre ob1ained from Calbio­
ci1em (San Diego. CA). TR17.ol. pc0NA3.IN5-His-TOPO­
TA. JM I09compe1en1cclls. PCR reagcnts. Dulbecco·s mod­
ified Eagle ·s medium (DMEM). fetal calf serum (FCS). lipo­
fectaminc rcagcnt. OPTl-MEM. and bovine serum albumin 
(BSA) were obtained from lnvitrogcn Life Technologies 
(Grand lsland, NY). Myo-(2-3H(N))-inositol was obtained 
from Perkin Elmer(B<5ston. MA). lodine-125 was purchased 
from Amersham Biosciences (Piscntaway. NJ). 

FSH and LH Receptor Clo11i11g 

Female Sprague-Dawley rals of 28 d of age were used 
in agreement with lhe cthical commiuee guides from lhe 
Hospilal de Pedia1rfa del Centro Médico Nacional Siglo 
XXI. l11sli1u10 Mexicano del Seguro Social. The brain and 
ovaries were extracted and homogenized using 5 mL of 
TRIZol Reagent forevery 250 mg of tissue. Total RNA was 
obtained and purificd. cDNA was synthesized. and FSHR 
and LHR cONAs were amplified using specific primers in 
a louchdown PCR. The. FSHR sensc primer was (5') AAG 
AGC CTG GGG AAT C..IG TGG AAG and the amisensc 
primer was (3') CAG TAG GAT TGC CATTIA GTC CAT 
G, the LHR sense primer was (5') T CCT TIG TIA ACT 
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CTA GAA AGA ATG C.~A AG and the antisense primer 
was (3') CGT CCT CTG AAG CAG GTA CAA TTC. The 
cDNAs were cloned into pcDNA3. lN5-His-TOPO-TA vec­
tor and were transformed into JM109 competent cel ls and 
amplified. ThecDNA clones were sequcnced in an au1oma-
1ic sequencer PE Applied Biosystems 373A (Perkin Elmer. 
Foster Ci1y, CA). 

Tra11sient Co-transfecti011s of FSHR 
or LHR a11d RGSJ or RGSJO 

T he human embryonic kidney-dcrivcd cel l linc HEK-
293 was main1ained in D\1EM/10% FCS/20 µg/mL gen-
1amicin (DFG). in a 5% CO: atmosphere al 37º C: 1 O~ cells/ 
0.5 mL DFG were pla1ed in a 24-well pl:ue. Twenty-four 
hours later. the cells were 1ransfec1cd wi1h 50 ng of FSHR 
or LHR cDNA and 50 ng of RGS3. RGS 10. or con1ro l 
pcDNA3. l vec1or cDNA. per wcll. using 2 µL of lipofec-
1amine in 0.25 mL of OPTl-MEM. after 5 h 0.25 mL of 
DMEM/20% FCS was added. Proteins were al lowed to 
expre<>s for 72 h after transfcction (26). 

Scatchard Bimling :\ssa)· 

Scatchard binding was .i%cssed in a rangc of concentra­
tions of ¡ t:..<l]FSH or L H. irom 62.500 10 1.000.000 cpm. 
Fifty-one hours afler tran~fection the ce lls wcrc washcd 
with Dt.·IEM/0.1 % BSA containing 20 µg/mL gentamicin 
(DBG). and plain DMEM was added. Seventy-two hours 
after transfoc1ion. the ce lis were washed twice with 0.5 mL 
cold DMEM/BSNIO mi\/ HEPES. The radioactivity was 
added to each well in 1he same medium and the cells werc 
allowed to incubate for 3 h at 4°C . The cells were wa~hed 
twicc with 1 mLof cold PBS, and 0.5 mLof0.2 M NaOH/ 
0 .1 % SDS was added 10 each wel l. The cell lysate was 
aspirated and radioactivity was detcrmined usinga Packard 
gamma counter (Downers Grove. IL). Scatchard transfor­
mation of the binding data was employed to determine the 
number of membrane-expressed receptors and to calculate 
receplor- ligand affini1y. The x-in1erccp1 was taken as max­
irnal binding; this number was used to convert the number 
of molecules bound to ª'·erage number of recep1ors ex­
pressed on each in the cell population. To determine the 
effect of RGS proteins on the affi nity of the FSHR and the 
LHR for ligand, the slope of the curve was calculated using 
the x and y intercepts (27!. 

Quantification of cAMP Release 

Forty-eight hours after iransfection, cells were washed 
twice with DBG and then stim ulated wi1h O. 12.5. 25, or 50 
ng of FSH or LH per 0.5 mL DBG con taining 0.2 mM 
methylisobutylxanth ine (to prevent cAMP degradation) for 
24 h at 37º C. Afterstimulation, thc medium from each well 
was collected into tu bes containing 50 µL of 1 O mM theo­
phylline (also to prevent cAMP degradation). The samples 
were heated at 95ºC for 5 min to disrupt enz.yme activi1y 

and the amount of medium-released cAMP was determined 
by radioimmunoassay (RIA) as previously described (26). 

Q11an1ificatio11 of I P Accwnulation 

Fifty-four hours aftcr transfection. cells were washed 
twice with DBG. and incubated in 0.5 mUwell DMEM 
(i nositol -frec) comaining 4 µCi /mL of [·1H]inositol for 18 
h a t 37º C. The ce lls wer.: washed twice with 0.5 mL DMEM 
(inositol-free) contain ing 5 mM LiCl and stimu laled with 
O. 12.5. 25, or 50 ng of FSH or LH per 0.5 mL of thc same 
DMEM/LiCl (i nosi tol-free) for 2 h a t 37ºC . The treatment 
solutions wer.: removed. and 1 mL of 0. 1 M fonmic acid was 
addcd to each well. The cells werc frozen and thawed 10 dis­
rupl ce ll membranes , and 1he intracellul:lr IP accu mulation 
was determined by Dowex anion exchangc chromatogra­
phy and liquid scinlill ation spectroscopy (28). 

Data Analysis 

Data are presented as the means ± SEM of lriplicate assay 
wells in each expcriment. The data were analyzed using 
one-. two-, or thre~-way A NOVA followed by thc Tukey's 
HSD test. and by the Student's r test; p < 0.05 was consid­
cred significam . 
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