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INTRODlJCCll JN 

El receptor de la honnnna de cn:cimiento (GHR) es mie111bro de la fan1ilia de 

receptores de citncinas/l":.11.:tores de crec11111cnto. que incluyc a receptores para 

honnonas co1110 prolaetina_ eriu-opoyctina. varias interlcucinas y los factores 

csti111uladorcs de colonias ( 1.2 ). Estos rcccptores S<: caract<:rizan por tener un don1inio 

extracclular qul! une al ligan<.lo. una porción tra11sn1en1brana y una intracelular de 

tan1año variabll!. responsahlc de la transducción de sei'íal (2). 

Se piensa que la distribución tisular del G HR en mamíferos superiores es ubicua. si 

bien estos receptores predominan en híg::ido y cartílago de crecin1icnto (2)_ No 

obstante lo anterior. esta proteína sólo sc <:ncuentra en cantidades suficientes para 

medición por ensayo de radiorreceptor (RRA) en el hígado (3.4)_ Existen informes 

aislados y de detección de GHR por RRA en fibroblastos cutáneos (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 porción cxtracclular estü fon11ada por los exones 2 al 7 ( 10.1 1) y circula en el 
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plasma como proteína ligadnra d<.: Cill (CJHBP) (12). Estudios recientes han 

den1ostrado que.: c.:xisten dos isnfonnas dc.:l RNAm de.: c.:st..: receptor. las cuales se 

generan por la inclusión o exclusión alt..:rnativa del cxón 3 ( 1 3-16). La d<!leción del 

exón 3 c0111prcndc 224 aminoácidos dc.:l dmninio cxtn1celular. Urhanc.:k y col. en 1992 

estudiaron tejidos placentarios hu1nanos y linfocitos lM-9 y sugiri..:ron que la expresión 

alternativa de las dos isoformas del RNAm del G HR era tejido-especifica ( 13). En 

1993 Sobrier y col. realizarán estudios en riñón e higado humano. entre otros tejidos ) 

concluyerón también que la expresión de este.: mc.:nsajc.: c.:s variblc.: entre los diferentes 

tejidos (14). si bien las proporciones de expresión de los dos RNAm que se 

encuentrarón ti.le diferente de la señalada por Urban<:k ( 1 3 ). En 1994 Mercado y col. 

encontrarán en los 1nisn1os tejidos de diferentes individuos. distintas proporciones de 

las dos isofon11as por lo se propuso que la expresión alternativa de las dos isoformas 

era regulada metabólicamcntc ( 15). Más recienten1c.:ntc. Wickclgren y col. en un 

estudio si1nilar al anterior tambien demostro distintas proporciones entre las dos 

isofornms de RNAm en los tejidos de diferentes individuos apoyando asi la regulación 

metabólica en la expresión alternativa de las dos isoformas (16). 

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

RNArn de G HR. Hasta ahora. nadie ha demostrado que la isoforma carente del exón 3 
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se exprese. y que s1 esto ocurre. se ignora si llega local izarse en la nlembrana celular 

( 16). Estuuios in vitrn. se han cxpn.:,.,ado artificialmente las dos isofom1as de Gl-IR en 

células Je ovario uc ratón chino ( Cl-10) ( 1 7). Las protcinas así expresadas. tienen la 

111is111a afíniuau por los ligandos considerados como .. clásicos .. del CiHR (GH-N 20 y 

22 K. GH-V) ( 17). A.si mismo la estniquiometria de unión es la nlisma: interacción 

1 :2. entre honnona :-· receptor ( 17). 

Si la expresión alternativa de estas dos isofonnas de GHR cst~i regulada 

111etabólican1cnte. cntonces factores con10 b insulina y la glucosa an1biente deben tener 

un Ílnpacto sobre la 111ancra que el RNAm de GJ-IR es procesado. En relación a esto. 

se sabe que estados de hipoinsulinemia como la diabetes y la desnutrición protéico­

calórica se acon1pañan uc una baja cxpresión del gen de GJ-IR y niveles plasmáticos de 

GHBP disminuidos ( 1 8). 
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lllPOTESIS 

1. Los linfocitos .lurkat expresan las dos isofon11as de RNA1n del receptor de GH. y 

aden1ás expresan la proteina en la nien1hrana celular. 

2. La insulina niodifíc¡1 la proporción de las dos isoformas de RNArn que codifican al 

receptor de GH en celulas .lurkat en culti,·o 

.... 

OB.JETIVO 

1. Determinar si los lintocitos .lurkat cxpresan el RNAm del receptor de GH y Ja 

proteína correspondiente. 

2. Medir la proporción de las dos isofonnas del RNA1n que codifica para el receptor 

de GH en células .lurkat modificadas mctabólica111entc por la sustracción o adición 

de insulina. 

--
- ---,•--- --. 



MATERIAL Y i\IETODOS 

CULTIVO CELULAR Y PROTOCOLO DE ESTIMlJLACION CON INSULINA. 

Para los expcrin1entos se utilizarón linfocitos T hun1anos provenientes de una linea de 

linfomn (Jurkat). los cuales se cultivarón en medio RPMI. suplementado con suero 

fetal bovino al 1 O o 20'),~. Se les dejo crecer hasta f'1se estacionaria (2 x 1 o· por mi). 

para entonces dcprivarlas de suero fotal bovino 111ediantc centrifugación a 2000 rpm 

por 1 O min. y Invado con PBS. Las células se rcsuspcndcn en RPMI sin suero y se 

dejan reposar por 12 hr. para despucs proceder a la estimulación con las diferentes 

concentraciones de insulina por los distintos tiempos. 
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Prirnero se estirnularún las e dulas con dosis suprafisiolúgicas de insulina (300 n1lJ l/L) 

por 1. 2. 4. 8 y 1 6 hr-. l Jna 'cz cstabkc1dn el tiempo de cstirnulación ideal . se 

procede a establecer una cun·a ··dosis-r·cspucsta"" con concentraciones crecientes de 

insulina en el niargen tísiolúgico t2.5. 5. 1 O. :!O_ 30 mlJl/L). 

ENSAYO DE RADIORECEPTOR. 

La búsqueda de receptores en membrana de cClulas Jurkat se realizó rncaiante ensayo 

de radiorcceptor de G 11 de acuerdo al nietodo de l .esniak y col. ( 19). Las células se 

cultivaron hasta fase estacionaria :-· postcrionncnte se centrifugaron y lavaron con PBS. 

para después resuspcnderlas en medio RPMI fresen sin suero fetal bovino: así se 

incubaron por 16 hr. Postcrionncntc_ se centrifugaron y lavaron nuevamente con PBS. 

para resuspcnderlas en una solución de ensayo que contiene Hepes 1 00 mM, NaCI 

120mM, MgSO, 1.2 mM. KCI 2.5 1111"1. óciclo acético 15 mM. glucosa 10 mM. EDTA 

1 mM. BSA 1 mg/ml. El ensayo se realizó en alicuotas de aproximadamente 1.5 x 1 O" 

células, a las cuales se les agregó aproxin1adamente 50 000 cpn1 de '°'l-hGH (iodinada 

mediante el método de la lactoperoxidasa) y hG H ""fría'" a concentraciones crecientes 
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de O- 1 000 ng/m l. Esta n11.:zcla se ineubú por 90 1ninutos a 30ºC con agitación 

continua. Postcrionncnte. se centrifugaron las celul:.is y cl .. botón·· se contó en un 

contador gan1111a. Se considcrú como --unión totar· al porcentaje de radiactivudad en 

el sistema y '·unión no-especifica·· a la radiactiv1da<l del .. botón .. obtenido de la 

alicuota incubada en prcsencia dc un exceso de hG H .. fria .. ( 1000 ng/ml). 

EXTRACCION DE RNAm Y PROTOCOLO DE RT-PCR. 

Para este propósito se utilizó un estuche comercial de extracción de RNAm y RT-PCR 

(USB. Clevdand. Ohio. USA). Las células se rompieron y las RNAasas se 

inactivaron por medio de una solución de lisis (a razón de 2 x 1 0 7 células por mi), que 

contiene tiocianato de guanidino -+ IV!. citrato de sodio 25 1nM y N-lauril sarcosina al 

0.5%. La solución con las células se agita vigorosamente en vórtex y se enfria en 

hielo, para después agregar 20 µI del lisado a microtubos que eontenian 111ernbranas de 

poli-T, que capturan RNArn que tiene colas de poli-A. Posteriormente, se agregaron 

20 µI de solución bloqueadora (NaCI 500 mM. Nonidet-P40 al 1 º/o) y se centrifugó 30 

rnin. a 150 rprn. Se descarta el sobrenadante y al '·botón .. se le agrcgá 200 µI del 

amortiguador de reacción (KCI 500 mM, Tris-HCI 100 rnM pH 8.3, a concentración 

1 OX) y se agita en vórtex. Se descartó el sobrenadante y al .. botón" se le agregan 20 
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µ1 de agu~1 • .+ µ1 <.k ~lllHfftiguadrn· de re;u;ci<·m. 8 pi de MgCI, ::?.5 111M. ::?. µI <le dNTP l O 

mM. :?.O U de inhibidur de R N/\sa y 2<> l l .-\t\. IV 1-! T y 1 O pMol del oligonuclcótido 3 · 

(antisentido); se ineuba " ..\2"C durante 3l > minutos. se inactiva la enzin,a a 99ºC por 5 

min. y posterionncnte se enfri;1 a ..\"C :- sc: eentrifug.a para recolectar el condensado. A 

to anterior se.: agrega un an1ort1guadur de J>(__~I{. que contiene una concentración lOX de 

amortiguado de reacción. 25 1111\·I de iVlgCI ' 5 lJ de Taq polimcrasa. así como 10 

pMol de los oligonL1cleótido.s :"" (sc11tidu) (1-"ig. 1 ). Se procedió a l:.i an,plilícación por 

PCR de acuerdo a los siguientes p;irú1netn1s: prin1er ciclo con desnaturalización larga 

de 5 min. a <)2"C. seguido por 25 eiclos de uesnaturalización a 9::?.ºC por 15 seg .• 

alineación a :'i::?."C por 30 seg. :-· '-'"tensión a 7::?."C por ::?. n1in.. Los productos de PCR 

se analizarán 111eui;111le electroforesis en gel Lle ag.;irosa al 5'X> tei'iidos con bromuro de 

etidio y la intensidad de las bandas se cuantificará mediante densitometria de rayo 

lascr. 

'" 
.. ·¡ 



- 3 
-···········--.... T.M. 

-1 3 

' hGHR cDNA 5'-f 2 3 4 5 6 7 1 o 1---
.., -

{ :.l 4 

PCR 151 bp 

2 1 4 

126 bp 

Fig. 1: Mapa exónico de la po1·ció11 extrncelulnr del gen del receptor efe 
GI l. Se ilustra la localización de los oligonucleótidos sentido ("-3 .. y 
"+3 .. ) y anfi~entido ("4 .. ) y el fanrnfío de los productos de PCR 
espe1·aclos. 
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ltESllLTADOS 

RECEPTORES DE GH EN LA MEMBRANA DE CELULAS JURKAT: 

En promedio, el porcentaje de unión de la Gil-'") fue del 5%. La honnona marcada no 

fue desplazada en lo absoluto por concentraciones crecientes de GH ""fria". Lo 

anterior indica que la unión d<:I .S'~'n de la GH 111an.:ada es inespecifica y no corresponde 

a Wlión con reccpton:s sun1~Jlogénicos ( Fig. 2). 

EXPRESION DE RNAm DE GHR EN CEL!JLAS JURKAT EN ESTADO BASAL: 

Con Ja técnica de RT/PCR a partir de RNAm. se logró amplificar el mensaje del 

receptor de GH. Se encontraron a111bas isoforn1as de este RNAm y en cantidades 

aproximadamente iguales. Los productos de arnplificaeión son de 15 J pb para la 

isoforma +3 y de 126 pb para la isoforma -3. En el experimento que se muestra (Fig. 

3), todos los canales contienen la 111is111a cantidad de cDNA; el prin1er canal contiene 

oligonucleótido común (antiscntido o 3') y oligonucleótido -3 (sentido o 5'), el 

11 



segundo. oligonuch:útidu común (3 ')y oligonuclcótido +3 (5') y el tercer canal. una 

n1ezcla di.: ambos uligundcótidos. 

Actualn1entc, cstan1os realizando c:-.;peri111cntos de ..:simulación n1ctabólica de células 

Jurkat para poder probar o descartar nuestra hipótesis de qtH! la regulación en la 

transcripción d<! este mensaje depende di: faetnri:s 111ctabólicos. 
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1 
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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 fr a, 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 Jurknt. El exper·imento "A'" se realizó con 1 pg de cDNA y el 
"B'" con 1 O pg. Todos los experimentos fueron realizados con el oligo 
antisentido con1ún "4". Los cm-riles 1 y 4 son experi111e11tos hechos con 
el oligo sentido "-3" ; los cnrriles 2 y 5 son experin1entos hechos con el 
oligo sentido "+3": los cnrriles 3 y 6 usan mnbos oligos sentido. El 
cm-rilen blanco usn ngun en vez de cDNJ\. En el últi1110 carril corren los 
111arcadores de peso 111oleculnr. 
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El presente estudio demostró que la línea eelular de linfocitos T humanos .Jurkat 

expresa el RNA111 de las dos isoli.>n11as eonueidas del n:ecptor de GH. No se logró 

demostrar la preseneia de proteína de reeeptor de C..r 11 en la me111hrana de estas células_ 

lo cual es. uno de los problcmas principales en el estudio del receptor de GH. ya que 

pocos tejidos cxpresan la proteína en eantic.lades sufíeicntes eomo para poder st:r 

detectadas por el ensayo de radiorreeeptor. Hasta ahora se ha documentado 

consistentemente que sólo el hígado (20) y la linea celular hun1ana de mieloma IM-9 

(21) expresan receptores de G 1-1 en memhrana en cantidades detectables. 

El no haber detectado receptores de GI-1 en men1brana mediante ensayo de 

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

de esta proteína es traducido. pero la proteína no .. n1adura" lo suficiente 

postraduccionaltnente como para llegar a "anclarse .. en la membrana celular; b) el 

mensaje es traducido. pero la proteína sufre ataque proteolítico antes de llegar a la 

membrana; e) el gen de este receptor es transcrito adecuadamente pero el RNAm 

resultante no es traducido; d) la transcripción y traducción de este gen suceden pero a 

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



para que esta sea detectada por Jos ensayos disponibles. En base a nuestros 

experimentos de RT/J>CR. se sugicr·c que la lilti111a explicación es la 1nás posible. En 

estos exprimentos encontramos que ambas isofonnas del RNAn1 del receptor de GH 

son expresadas en las células .lurkat. lo cual d..,111ucstra que el gen de este receptor es 

transcrito. Dado el poder de an1plificación de las técnicas basadas en PCR, no se sabe 

si la transcripción del gen en esta linea celular ocurre a niveles biológicamente 

relevantes. 

La presencia de dos isofonnas alten1ativas di.!) RNAm del receptor de GH ha sido 

documentada en varios tejidos humanos ( 13-16). Aunque en un principio se pensó que 

la isofonna -3 generaba un receptor especifico para alguna de las isofonnas de GH 

(GH-N 20K y GH-V ernn los posibles candidatos), actualmente se sabe que los 

receptores -3 y +3 expresados in ·vitro poseen una afinidad y especificidad idénticas 

(17). Si bien lo anterior ha sido docun1entado experimentalmente, no se sabe si la 

proteína que corresponde a Ja fonna -3 del receptor es expresada en condiciones 

fisiológicas in vivo. Por otra parte se ha postulado que la porporción en la que se 

expresan las dos isofonnas del RNAm del rccl.!ptor de GH es específica de cada tejido 

(13, 14) o bien regulada ontogénicamcntc ( 1 6). Otros estudios han concluido que la 

proporción con la que se expresan estas dos isofon11as de RNAm depende del 
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an1biente nictabólico en el que se e1t1.:uc11trc la ..:.::lula en cuestión ( 15).. En apoyo a 

esta últin1a tcuria se e1a:ucntra11 lus estudios que demuestran que las concentraciones 

an1bicntc de insulina son un 1:1ct<ll' i111pona11te en la n:gulación del receptor de G H 

(:::?:::?). Por otra parte. los diabdicos insulinu-depcnúientcs poseen niveles disminuidos 

de protein:i ligadora de GI 1 (Cil·IBPl. la cual es una molécula circulante que 

corrcspondc a la porción e:-.:tracelular del r·eceptor de GJ-1 (:::?3). Esto último también 

cstü a favor de una r·egulacié>n 111etabé11ica dc.:I receptor· de CiH. Actualn1entc. se cstan 

realizan1os c:-.:perint1.:ntos de esti111ula..:ion 111etabólica con insulina para determinar si 

eso tiene algún efecto en la propor«:ión con la que se cxprcsan las dos isofom1as del 

RNAm del reccptor dc GH. 
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