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INTRODUCCION

El receptor de la hormona de crecimiento (GHR) es miembro de la familia de
receptores  de  citocinas/tuactores  de crecimiento, que  incluyve a receptores  para
hormonas como prolactina.  critropoyetina.  varias  interleucinas v los factores

estimuladores de colontas (1.2). Estos receptores se caracterizan por tener un dominio
extracclular que une al ligando. una porcion transmembrana v una intracelular de

tamano variable. responsable de la transduccion de senal (2).

Se piensa que la distribucion tisular del GHR ¢n mamiferos superiores es ubicua, si
bien estos receptores predominan en higado y cartilago de crecimiento (2). No
obstante lo anterior, esta proteina solo se encuentra en cantidades suficientes para
medicion por cnsavo de radiorreceptor (RRA) en ¢l higado (3.4). Existen informes
aislados y dc detecciéon de GHR por RRA en fibroblastos cutaneos (5), células
monucleares periféricas (6) y adipocitos (7) que no se han reproducido en otros

experimentos.

GHR es una glucoproteina de 620 aminoacidos . codificado en el cromosoma 17 (8).

La porcidén extraccelular estd formada por los exones 2 al 7 (10,11) y circula en el



plasma como proteina  ligadora de G (GHBP) (12). Estudios recientes han
demostrado que existen dos isoformas del RNAm de cste receptor, las cuales se
generan por la inclusion o exclusion alternativa del exon 3 (13-16). La delecidon del
ex6n 3 comprende 224 aminoacidos del dominio extracelular. Urbanek v col. en 1992
estudiaron tegjidos placentarios humanos v linfocitos 1IM-9 v sugirieron que la expresion
alternativa de las dos isoformas del RNAmM del GHR cera tejido-especifica (13). En
1993 Sobrier v col. realizaron estudios en rifidon ¢ higado humano. entre otros tejidos »
concluverdon también que la expresion de este mensaje es varible entre los diferentes
tejidos (14). si bien las proporciones de expresion de los dos RNAmMm que se
encuentraron tue diferente de la seiialada por Urbanek (13). En 1994 Mercado v col.
encontraron cn los mismos tejidos de diferentes individuos. distintas proporciones de
las dos isoformas por lo se propuso que la expresion alternativa de las dos isoformas
era regulada metabolicamente (13). Mas recientemente, Wickelgren v col. en un
estudio similar al anterior tambien demostro distintas proporciones entre las dos

isoformas de RNAm en los tejidos de diferentes individuos apoyvando asi la regulacion

metabodlica en la expresion alternativa de las dos isoformas (16).

Se desconoce que repercusion fisiologica tiene la existencia de dos isoformas de

RNAMmM de GHR. Hasta ahora, nadie ha demostrado quc la isoforma carente del exén 3



se exprese, vV que si esto ocurre. se ignora si flega localizarse en la membrana celular
(16). Estudios in vitro. s¢ han expresado artificialmente las dos isoformas de GHR en
celulas de ovario de raton chino (CHQO)Y (17). Las proteinas asi expresadas, tienen la
misma afinidad por los ligandos considerados como “clasicos™ del GHR (GH-N 20 y
22 K, GH-V) (17). Asi mismo la estoiquiometria de union es fa misma: interaccién

1:2, entre hormona v receptor (1 7).

Si la expresion  alternativa de estas dos  isoformas de GHR  esta regulada
metabdlicamente., cntonces factores como la insulina v la glucosa ambiente deben tener
un impacto sobre la mancra que ¢l RNAmM de GHR c¢s procesado. En rclacion a esto,
se sabe que estados de hipoinsulinemia como la diabetes vy la desnutricion protéico-
caldrica se acomparniian de una baja expresion del gen de GHR y niveles plasmaticos de

GHBP disminuidos (18).
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HIFPOTESIS
1. Los linfocitos Jurkat expresan las dos isoformas de RNAm del receptor de GH. v

ademas expresan la proteina en la membrana celular.

2. La insulina modifica la proporcion de las dos isoformas de RNAmM que codifican al

receptor de GH en células Jurkat en cultivo

OBJETIVO
1. Determinar si los linfocitos Jurkat expresan el RNAmM del receptor de GH vy la
proteina correspondiente.
2. Medir la proporcion de las dos isoformas del RNAmM que codifica para el receptor

de GH en células Jurkat modificadas metabdlicamente por la sustraccion o adicion

de insulina.
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MATERIAL Y METODOS

CULTIVO CELULAR Y PROTOCOLO D12 ESTIMUILACION CON INSULINA,

Para los experimentos sc utilizaron linfocitos T humuanos provenientes de una linea de
linfoma (Jurkat), los cuales se cultivaron en medio RPMI, suplementado con suero
fetal bovino al 10 o 20%. Se les dejo crecer hasta fase estacionaria (2 x 10” por ml),
para entonces deprivarlas de suero tetal bovino mediante centrifugacién a 2000 rpm
por 10 min. y lavado con PBS. Las células sc resuspenden en RPMI sin suero y se
dejan reposar por 12 hr. para después proceder a la estimulacion con las diferentes

concentraciones de insulina por los distintos tiempos.




Primero sc estimularon las células con dosis suprafisiologicas de insulina (300 mUI/L)
por 1, 2. 4. 8 v 16 hr. Una vez estableado ¢l tempo de estimulacion ideal | se
procede a establecer una curva “dosis-respuesta’ con concentraciones crecientes de

insulina cn ¢l margen tisiologico (2.5, 5. 10, 200 30 mUI/L).

ENSAYO DE RADIORECEPTOR,

La busqueda de receptores en membrana de células Jurkat se realizé mediante ensavo
de radioreceptor de GH de acuerdo al mdétodo de llesniak v col. (19). Las células se
cultivaron hasta fase estacionaria v posteriormente se centrifugaron y lavaron con PBS,
para después resuspenderias en medio RPMI fresco sin suero fetal bovino: asi se
incubaron por 16 hr. Posteriormente. se centrifugaron y lavaron nuevamente con PBS,
para resuspenderlas en una solucion de ensayo que contiene Hepes 100 mM, NaCl
120mM, MgSO, 1.2 mM., KCI 2.5 mM. acido acético 153 mM, glucosa 10 mM, EDTA
1 mM, BSA 1 mg/ml. El ensavo sc realizé en alicuotas de aproximadamente 1.5 x 10°
células, a las cuales se les agregd aproximadamente 50 000 cpm de '**I-hGH (iodinada

mediante el método de la lactoperoxidasa) y hGH “fria™ a concentraciones crecientes
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de 0-1000 ng/ml.  Esta mezela se incubo por 90 minutos a 30°C con agitacion

continua. Posteriormente. se centrifugaron las células v ¢l —“boton™ se contdo en un

contador gamma. Sec considerd como “union towal™ al porcentaje de radiactivudad en
el sistema y “union no-especifica”™ a la radiactividad del “botdon™ obtenido de la

alicuota incubada en presencia de un exceso de hGH “fria™ (1000 ng/ml).

EXTRACCION DE RNAmM Y PROTOCOLO DE RT-PCR.

Para este propdsito se utilizo un estuche comercial de extraccion de RNAm y RT-PCR

(USB, Cleveland, Ohio. USA). Las cc¢lulas se rompieron y las RNAasas se

inactivaron por medio de una solucion de lisis (a razén de 2 x 107 células por ml), que
contiene tiocianato de guanidino < M. citrato de sodio 25 mM v N-lauril sarcosina al
0.5%. La solucion con las células sc agita vigorosamente en vortex v se enfria en
hielo, para después agregar 20 ul del lisado a microtubos que contenian membranas de
poli-T, que capturan RNAmM que tiene colas de poli-A. Posteriormente, se agregaron
20 ul de solucién bloqueadora (NaCl 500 mM, Nonidet-P40 al 1%6) y se centrifugd 30
min. a 150 rpm. Se descarta el sobrenadante y al “botdon™ se le agrega 200 pl del
amortiguador de rcaccion (KCl 500 mM, Tris-HC! 100 mM pH 8.3, a concentracion

10X) y se agita en vortex. Se descarto el sobrenadante ¥ al “botdon™ se le agregan 20
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!l de agua, 4 pl de amortiguador de reaccion: 8 pl de MgCl: 25 mM, 2 pl de ANTP 10
mM, 20 U de inhibidor de RNAsa v 20 U ANV RT v 10 pMol del oligonucledtido 3°
(antisentido).  sc incuba a A2°C durante 30 minutos. se inactiva la enzima a 99°C por 5
min. ¥ posteriormente sc eniria a 4°C y se centrifuga para recolectar el condensado. A
lo anterior se agrega un amortiguador de PCR que contiene una concentracion 10X de
amortiguado de reaccion. 25 mN de MaClo v 5 U de Taq polimerasa, asi como 10
pMol de los oligonucleatidos 37 (sentido) (Fig. 1), Se¢ procedio a la amplificacion por
PCR de acuerdo a los siguientes parametros: primer ciclo con desnaturalizacion larga
de 5 min. a 92°C. secguido por 25 ciclos de desnaturalizacion a 929C por 15 seg.,
alineacion a 32°C por 30 seg. v extension a 72°C por 2 min.. Los productos de PCR

se analizaran mediante electrotoresis en gel de agarosa al 5% tenidos con bromuro de
etidio v la intensidad de las bandas se cuantificara mediante densitometria de rayo

laser.
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Fig. 1: Mapa exdnico de la porcion extracelular del gen del receptor de
Gl 1. Se ilustra la localizacion de los oligonucledtidos sentido (-3 y
“+3") y antisentido (“477) y el tamaiio de los productos de PCR

esperados.




RESULTADOS

RECEPTORES DE GH EN LA MEMBRANA DE CELULAS JURKAT:

En promedio, el porcentaje de union de la GH-*1 fue del 53%. La hormona marcada no
fue desplazada en lo absoluto por concentraciones crecientes de GH “fria™. Lo
anterior indica que la union del 3%6 de la GH marcada ¢s inespecifica y no corresponde

a union con receptores somatogenicos (Frg. 2).

EXPRESION DE RNAmM DE GHR EN CELULAS JURKAT EN ESTADO BASAL:

Con la técnica de RT/PCR a partir de RNAm. sc¢ logré amplificar el mensaje del
receptor de GH. Se encontraron ambas isoformas de este RNAm y en cantidades
aproximadamente iguales. Los productos de amplificacion son de 151 pb para la
isoforma +3 y de 126 pb para la isoforma -3. En ¢l experimento que se muestra (Fig.
3), todos los canales contienen la misma cantidad de cDNA; el primer canal contiene

oligonucledtido comun (antisentido o 37) v oligonucledtido -3 (sentido o 57), el
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scgundo. oligonucleOtido comim (37) y oligonucledtido +3 (5°) y el tercer canal, una

mezcla de ambos oliguncleotidos.

Actualmente, estamos realizando experimentos de esimulacion metabolica de células

Jurkat para poder probar o descartar nucstra hipotesis de que la regulacién en la

transcripcion de este mensaje depende de factores metabolicos.
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PORCENTAJE DE UNION DE GH-(125)
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Fig. 2: Ensayo de radiorreceptor de GH en celulas Jurkat.
La GH marcada tiene un porcentaje de union del 5.7%,
mismo que no es desplazado_por concentraciones crecientes
de GH fra, por lo que se trata de union "no especifica".
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Fig. 3: Experimentos de RT/PCR de cDNA de receptor de GH en
células Jurkat. El experimento ““A™ se realizé con 1 g de cDNA y el
“B™ con 10 ng. Todos los experimentos fueron realizados con el oligo
antisentido comun 4™, Los carriles 1 y 4 son experimentos hechos con
el oligo sentido -3 ; los carriles 2 y 5 son experimentos hechos con el
oligo sentido “+3""; los carriles 3 y 6 usan ambos oligos sentido. El
carril en blanco usa agua en vez de cDNA. En el altimo carril corren los

marcadores de peso molecular.
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DISCUSION

El presente estudio demostro que la linca ccelular de lintocitos T" humanos Jurkat

expresa el RNAmM de las dos isoformas conocidas del receptor de GH.  No se logro
demostrar la prescencia de proteina de receptor de Gl en la membrana de estas células.
lo cual es, uno de los problemas principales en el estudio del receptor de GH. va que
pocos tejidos expresan la proteina en cantidades suficientes como para poder ser

detectadas por el ensayvo de radiorreceptor. Hasta ahora se¢ ha documentado

consistentemente que $6lo ¢l higado (20) y la linea celular humuna de mieloma IM-9

(21) expresan receptores de GH en membrana en cantidades detectables.

El no haber detectado receptores de GH en membrana mediante ensayo de

radiorreceptor puede tener cualquiera de las siguientes explicaciones: a) el mensaje

de esta proteina es traducido, pero la proteina no “madura”™ lo suficiente

postraduccionallmente como para llegar a “anclarse™ en la membrana celular; b) el
mensaje es traducido. pero la proteina sufre ataque proteolitico antes de llegar a la

membrana; c¢) el gen de este receptor cs transcrito adecuadamente pero el RNAm

resultante no es traducido; d) la transcripcion y traduccion de este gen suceden pero a

bajos niveles, en ciertos tejidos. por lo que no se genera suficiente cantidad de proteina



para que esta sea detectada por los cnsayos disponibles. En base a nuestros
experimentos de RT/PCR, sc sugiere que la Gltima explicacion es la mas posible. En
estos exprimentos cncontramos que ambas isotormas del RNAm del receptor de GH
son expresadas en las células Jurkat. lo cual demuestra que el gen de este receptor es
transcrito. Dado el poder de amplificacion de las técnicas basadas en PCR, no se sabe
si la transcripcion del gen en esta linea celular ocurre a niveles bioldgicamente

relevantes.

La presencia de dos isoformas alternativas del RNAm del receptor de GH ha sido
documentada en varios tejidos humanos (13-16). Aunque en un principio se penso que
la isoforma -3 generaba un receptor cspecitico para alguna de las isoformas de GH
(GH-N 20K y GH-V eran los posibles candidatos), actualmente se sabe que los
receptores -3 y +3 expresados in vitro poscen una afinidad y especificidad idénticas
(17). Si bien lo anterior ha sido documentado experimentalmente, no se sabe si la
proteina que corresponde a la forma -3 del receptor es expresada en condiciones
fisiolégicas in vivo. Por otra parte se ha postulado que la porporcién en la que se
expresan las dos isoformas del RNAm del receptor de GH es especifica de cada tejido
(13,14) o bien regulada ontogénicamente (16). Otros estudios han concliuido que la

proporcién con la que sc expresan estas dos isoformas de RNAm depende del




ambiente metabolico en ¢l que se encuentre la célula en cuestion (15).. En apoyo a
esta ultima teoria se encuentran los estudios que demuestran que las concentraciones
ambiente de insulina son un tactor importante en la regulacion del receptor de GH
(22). Por otra parte. los diabceticos insulino-dependicentes poseen niveles disminuidos
de proteina ligadora de GH (GFHBIP), la cual ¢s una molécula circulante que
corresponde a la porcion extracelular del receptor de GH (23). Esto ultimo también
esta a favor de una regulacion metabolica del receptor de GH. Actualmente, se estan
realizamos experimentos de estimulacion metabélica con insulina para determinar si

eso tiene algun efecto en la proporcion con la que se expresan las dos isotormas del

RNAm del receptor de GH.
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