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RESUMEN

El crecimiento es un complejo proceso que refleja principalmente el

incremento en el número de células de un organismo, y que depende del balance

entre proliferación y muerte celular. Uno de los principales factores implicado en

el control del crecimiento es la hormona de crecimiento (GH), producida

principalmente por las células somatotropas de la adenohipófisis, aunque se ha

descrito también la existencia de síntesis de GH fuera de la hipófisis. En el presente

estudio, analizamos el papel de esta GH extrahipofisaria, en el control del

crecimiento celular en células HL-60 (leucemia mieloblástica aguda con

diferenciación). Nuestros resultados muestran que las células HL-60 expresan y

liberan GH, presentando a su vez receptores activos en su membrana celular. La

expresión de GH se encuentra incrementada en células proliferantes en

comparación a aquellas que han cesado su proliferación, lo que sugiere que la

hormona participa en el control del crecimiento. De acuerdo con esta hipótesis, el

bloqueo de la GH producida localmente con anticuerpos anti-GH redujo el

crecimiento de las células HL-60. Estudios de la fragmentación de ADN

demostraron que este efecto es secundario a un incremento en la apoptosis celular,

lo que indica que la GH actúa como un factor de supervivencia

autocrino/paracrino. Las vías intracelulares que dirigen este mecanismo fueron

investigadas tanto en células HL-60 como en clones de células CHO transfectados

con el receptor de GH o con una forma truncada del mismo (∆∆454GHR)

caracterizada ésta por una activación sostenida de Jak-2, la tirosina quinasa

asociada al receptor. En todos los casos la activación de GHR produjo un

incremento en la fosforilación de Akt, una serina-treonina quinasa que juega un

importante papel en las vías de supervivencia celular.

hormona de crecimiento (GH)
receptor
GHR
supervivencia celular
3205 02
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SUMMARY

Growth is a complex process that mainly reflects a continuous increase in

cell number which, in turn, depends on the balance between cell proliferation and

cell death. One of the best recognised factors involved in systemic control of body

growth is growth hormone (GH), a polypeptide hormone that is mainly produced

by the somatotropic cells of the adenohypophysis. In this study we evaluated the

role of locally-produced growth hormone (GH) in the control of cell growth in HL-

60 cells (human acute myeloblastic leukemia with differentiation). Our results

show that HL-60 cells express and release immunoreactive GH and bear fully

active GH-receptor (GHR) in their plasma membrane. Interestingly GH

expression is increased in proliferating cells as compared with arrested cells,

suggesting that the hormone may play a role in the control of cell growth. In

keeping with this hypothesis, blockade of locally-produced GH with anti-GH

antibodies reduced the growth of HL-60 cells. Studies on DNA fragmentation

demonstrated that this effect is secondary to an increase in cell apoptosis, thus

suggesting that GH is acting as an autocrine/paracrine survival factor. The

intracellular pathways underlying this mechanism were investigated in HL-60 cells

and in CHO clones transfected with either the wild type GHR, or a truncated form

of it (∆∆454GHR) characterized by a sustained activation of the receptor-associated

tyrosine-kinase Jak-2. In all cases GHR activation results in increased

phosphorylation of Akt, a serine/threonine kinase that reportedly plays a major

role in the stimulation of survival pathways.
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INTRODUCCIÓN

I. Hormona de crecimiento

ASPECTOS GENERALES

El crecimiento es un proceso

complejo, fruto del continuo incremento

en el número de células que resulta del

balance entre la proliferación y la

muerte celular (Raff, 1996). Uno de los

factores que interviene en este proceso

es la hormona de crecimiento hipofisa-

ria (GH, Growth Hormone), sintetizada

por las células somatotropas, particu-

larmente abundantes en las zonas late-

rales de la adenohipófisis, desde donde

es vertida a la circulación.

En condiciones fisiológicas, la

hipófisis humana contiene entre 5 y 10

mg de GH, lo que supone prácticamente

un 10% del peso en seco de la glándula

(Strobl y Thomas, 1994). Aproximada-

mente un 90% de la GH es una proteína

de 191 aminoácidos, con un peso mole-

cular de 22.650 Da, denominada GH-

22K. El 10% restante está constituido

principalmente por una proteína de

20.269 Da (GH-20K), que carece de los

aminoácidos localizados entre las posi-

ciones 32 y 46. Por último, un pequeño

porcentaje de variantes se origina por

modificaciones postraduccionales (de-

samidación, acetilación, agregación) de

las formas anteriores (Baumann, 1991).

Tanto la síntesis como la secre-

ción de GH por la hipófisis están con-

troladas por el hipotálamo, fundamen-

talmente a través de dos neurohormo-

nas: una de carácter estimulador, la

hormona liberadora de hormona de cre-

cimiento (GHRH, Growth Hormone-

Releasing Hormone), denominada tam-

bién GRF (Growth Hormone-
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Figura 1. Familia de genes hGH. A. Esquema de la estructura del cluster de la familia de genes
hGH; B. Organización de exones e intrones en el gen hGH-N; C. Promotor del gen hGH-N, en el
que se localizan los diferentes elementos de respuesta de los factores.

Releasing Factor) o somatocrinina; y

otra de carácter inhibidor, la somatosta-

tina (SS o SRIF, Somatotropin Release-

Inhibiting Factor). A su vez, tanto la

síntesis como la liberación de GHRH y

SS están regulados por un gran número

de neurotransmisores, hormonas y se-

ñales metabólicas. Ambas neurohormo-

nas son liberadas de forma rítmica y

alternante a la circulación portal

(Devesa et al, 1992; Plotsky y Vale,

1985), induciendo una  secreción  epi-

sódica  de  GH, en  la que cada bolsa de

secreción es originada por un aumento

de la liberación de GHRH junto con una

disminución de la liberación de SS.

Existen también datos que sugieren que

junto con GHRH y SS, existen otros

factores hipotálamicos implicados en el

control de la secreción de GH. Este es el

caso de los  PACAPs (Pituitary Adeni-

late Cyclase Activating Peptides)

(Kimura et al., 1990), o de otros
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factores, todavía no identificados, que

actuarían como agonistas de los

recientemente identificados receptores

de una familia de péptidos sintéticos

denominados genéricamente GHRPs

(Growth Hormone-Releasing Peptides)

(Bowers et al., 1990; Howard et al,

1996).

Recientemente, se ha descrito la

existencia de síntesis de una GH idén-

tica a la hipofisaria en diversos tejidos

extrapituitarios, concretamente, en cé-

lulas hemáticas (Weigent et al, 1988;

Kooijman et al, 1997) y en glándula

mamaria (Mol et al, 1995a; Mol et al,

1995b). El significado fisiológico de

estas variantes extrahipofisarias se des-

conoce por el momento, pero parece

que estarían implicadas en mecanismos

de control local del crecimiento.

ESTRUCTURA Y REGULACIÓN

DEL GEN hGH-N

La GH hipofisaria (así como la

sintetizada en las localizaciones extra-

hipofisarias que acabamos de describir)

está codificada por el gen hGH-N, uno

de los miembros de la denominada fa-

milia de genes GH, constituida por un

cluster de cinco genes, que junto con el

gen de la prolactina (PRL), derivan de

un gen ancestral común. A su vez, tanto

la PRL como los miembros de la familia

GH se encuentran incluidos dentro de

una superfamilia de hormonas estruc-

tructuralmente relacionadas, las deno-

minadas HBP (Helix Bundle Peptides),

de la que también forman parte la ma-

yoría de citoquinas.

El cluster de genes GH se loca-

liza en la banda q22-q24 del brazo largo

del cromosoma 17, y está constituido

(además del gen hGH-N), por los genes

que codifican  la pseudosomatomamo-

tropina coriónica (hCS-L o CS-like),

somatomamotropina coriónica (hCS-A

y hCS-B) y GH variante (hGH-V)

(Chen et al., 1989). Todos ellos presen-

tan una organización similar, con 5

exones separados por 4 intrones y una

gran homología (en torno al 90%).

(Chen et al, 1989). El gen hGH-N es el

único de los miembros del cluster que

se expresa en el período postnatal, ya

que el resto de de los miembros se

expresan en la placenta, durante el

período de vida fetal (Figura 1A).

El gen hGH-N tiene una longi-

tud aproximada de 2300 pares de bases

(pb), y en él se pueden distinguir tres

regiones que en sentido 5´-3´ son: 1)

una región 5´ no codificante, de apro-

ximadamente 500 pb de extensión, que

contiene los elementos reguladores del

gen 2) una región que codifica el RNA
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primario, que se extiende a lo largo de

aproximadamente 1600 pb, y 3) una

región 3’ no codificante, en la que se

encuentra la secuencia de poliadenila-

ción (Figura 1B). La región 5´ no codi-

ficante contiene el promotor del gen, y

en ella se localizan las secuencias con-

senso CATAAA y TATAAA (TATA

box) características de los promotores

de eucariotas, así como dos secuencias

de unión para un factor de transcripción

específico denominado GHF-1 o Pit-1

(Growth Hormone Factor-1 o Pituitary-

1). En esta región se localizan también

elementos de respuesta al AMP cíclico

(denominadas pCRE, proximal cAMP

Response Element y dCRE, distal CRE)

(Shepard et al, 1994); al receptor de

glucocorticoides (Slater et al., 1985;

Eliard et al., 1985), al receptor de la

vitamina D3 (Alonso et al, 1998) y a una

serie de factores de transcripción ubi-

cuos (Theill y Karin, 1993) (Figura 1C).

En la rata, existe además un

elemento silenciador, al que se uniría

una proteína aún no identificada, de

45.000 Daltons y similar a NF-1 (Pan et

al, 1990, Roy et al, 1992) que sería res-

ponsable de la represión del gen en

aquellos tipos celulares en los que no

existe síntesis de GH. En esta misma

especie existen también elementos de

respuesta para el receptor de hormonas

tiroideas (TRE; Thyroid Hormone Res-

ponse Element) (Theill y Karin, 1993).

Ninguno de estos dos elementos ha sido

todavía identificado en humanos.

De todos ellos, el más impor-

tante es GHF-1. Se trata de una proteína

altamente conservada, perteneciente a la

familia de factores de transcripción con

dominios POU que forman, a su vez,

parte  del grupo de genes denominados

homeobox, implicados en procesos de

desarrollo y diferenciación celular

(Ruvkun y Finney, 1991; Theill y Karin,

1993). En humanos, el gen que codifica

GHF-1 se localiza en el cromosoma 20,

y consta de 6 exones separados por 5

intrones (Lew y Elsholtz 1991). En la

hipófisis, GHF-1 controla la transcrip-

ción de los genes de GH, PRL, cadena β

de la TSH, receptor de GHRH y de su

propio gen (Theill y Karin, 1993).

Además, GHF-1 resulta también esen-

cial para el desarrollo, diferenciación y

supervivencia de las células somatotro-

pas, lactotropas y algunas poblaciones

de tirotropas (Castrilllo et al, 1991).

Además de por GHF-1, la trans-

cripción del gen de GH en humanos es

también incrementada  por  GHRH y

por glucocorticoides  e  inhibida por  SS

(Theill y Karin, 1993). El efecto de la

GHRH está mediado principalmente por

un incremento de los niveles de AMP-

cíclico intracelular que a su vez originan

un  aumento  de la síntesis  de  una o va-
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Figura 2. A. Estructura química de la GH, en
la que se señalan los dos sitios de unión al
receptor, así como la afinidad de los diferen-
tes residuos por el mismo. B. Estructura
cristalográfica obtenida mediante difracción
de rayos X, de la unión de la GH a su
receptor (dimerizado) (Protein Data Base,
Brookhaven National Laboratory, EE.UU.)

rias proteínas CREB/ATF-1 que se unen

a los dos CRE del promotor de GH,

incrementando la transcripción del gen.

En la rata, existe además un

efecto indirecto de GHRH, mediado por

la unión de CREB a secuencias CRE

existentes en el promotor del gen de

GHF-1. La SS contrarresta estos efectos

a través de una inhibición de la síntesis

de AMPc. En el caso de los glucocorti-

coides, su efecto se produce por acción

directa de su receptor sobre los ele-

mentos de respuesta localizados a nivel

del promotor y del primer exón. Parece

ser que los glucocorticoides ejercen una

función facilitadora: la unión del re-

ceptor de glucocorticoides activado a su

elemento de respuesta modificaría la

disposición de los nucleosomas sobre el

promotor del gen, facilitando así el ac-

ceso del resto de factores de transcrip-

ción (fundamentalmente GHF-1 y

CREB) a sus secuencias de unión espe-

cíficas (Theill y Karin, 1993). Un me-

canismo similar actuaría en la rata en el

caso de los receptores de hormonas ti-

roideas.

ESTRUCTURA QUÍMICA

 DE LA GH

La variante de 22kDa consta de

191 aminoácidos, dispuestos en una

única cadena, con dos puentes disulfuro

intracatenarios que unen las cisteínas

con ocupan las posiciones 53 y 182 con

las localizadas en las posiciones 165 y

189 respectivamente. Estos puentes

disulfuro resultan fundamentales para el

mantenimiento de la conformación ac-

tiva de la hormona,  cuya estructura
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cuaternaria ha sido determinada a partir

de estudios cristalográficos (DeVos et

al, 1992, Somers et al, 1994). Como

ocurre con todas las hormonas HBP, la

GH presenta 4 hélices α dispuestas de

forma que las dos primeras son parale-

las entre sí, pero antiparalelas a las otras

dos. Las hélices localizadas en los ex-

tremos N-terminal y C-terminal (deno-

minadas hélice 1 y 4 respectivamente)

son las más largas (26 y 30 residuos

respectivamente, frente a los 21 y 23

residuos de las otras dos). Las hélices 1

y 2 están unidas por un loop de 36 ami-

noácidos, correspondientes a los resi-

duos 35-71, que está, a su vez, unido a

la hélice 4 mediante uno de los puentes

disulfuro (Cys53-Cys165) (el otro

puente disulfuro se establece entre la

Cys182 de la hélice 4 y la Cys189 del

extremo C-terminal de la molécula).

Una conexión similar de 25 aminoáci-

dos existe entre las hélices 3 y 4 (co-

rrespondiente a los residuos 129-154),

mientras que las hélices 2 y 3 están uni-

das por un loop más corto, de única-

mente 12 aminoácidos (residuos 93-

105). Además de estas 4 hélices que

constituyen el núcleo de la estructura

cuaternaria de la GH-22K, se han en-

contrado otras 3 minihélices. Dos de

ellas se encuentran al inicio (residuos

38-47) y al final (residuos 64-70) del

loop que conecta las hélices 1 y 2,

mientras que la tercera está en el loop

que conecta las hélices 2 y 3 (residuos

94-100). Esta especial disposición, que

no la más habitual fuera de esta familia,

va a ser fundamental a la hora de deter-

minar la unión de la GH a su receptor, y

de hecho todas las hormonas HBP se

unen a receptores que presentan una

serie de características comunes que los

agrupan dentro de la denominada

superfamilia de receptores hematopoié-

ticos (Bazan, 1989).

Dado que la unión de la GH a su

receptor se produce en relación 1:2 (una

molécula de GH y dos moléculas de

receptor), existen dos epitopos de reco-

nocimiento del receptor en cada molé-

cula de GH, localizados en extremos

opuestos del núcleo de hélices alfa. El

primero de estos epitopos (denominado

sitio 1) está constituido por los residuos

localizados fundamentalmente en la

hélice 4 y en menor medida en la hélice

1 y en la zona de conexión entre las

hélices 1 y 2. El segundo epitopo (sitio

2) se corresponde con aminoácidos

localizados en las hélices 1 y 3, junto

con varios aminoácidos del extremo N-

terminal de la molécula (DeVos et al,

1992, Somers et al, 1994) (Figura 2).
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Figura 3. Mecanismo de dimerización de
GHR tras la unión del ligando.

Como ya indicamos anterior-

mente,  mediante estudios cristalográfi-

cos se ha podido comprobar que la GH

forma un complejo con su receptor, con

una estequiometría 2:1. Esta dimeriza-

ción ocurre de forma secuencial: una

molécula de receptor se une al sitio 1 de

unión de la hormona, y a continuación

un segundo receptor se une al sitio 2 de

la misma molécula. Curiosamente, aun-

que la forma de los dos lugares de unión

de la hormona es bastante diferente, los

residuos aminoacídicos del receptor

implicados son los mismos en ambos

casos. Esta característica del proceso de

unión de la GH a su receptor determi-

nará, por tanto, que la actividad máxima

de la GH se alcance a concentraciones

menores de las necesarias para ocupar

todos los receptores, ya que a altas con-

centraciones se impediría la dimeriza-

ción, y en consecuencia no se desenca-

denarían las acciones biológicas propias

de la hormona (Cunningham et al.,

1991; De Vos et al., 1992) (Figura 3).
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II. Receptor de la hormona de crecimiento (GHR)

ESTRUCTURA Y REGULACIÓN

DEL GEN DE GHR

El GHR pertenece a la superfa-

milia de receptores hematopoyéticos,

implicados en procesos de crecimiento

y diferenciación celular. Dentro de esta

familia se encuentran incluidos los re-

ceptores de diversas interleukinas (IL-2,

IL-3, IL-4, IL-6 e IL-7), factor estimu-

lador de colonias de granulocitos (G-

CSF), factor estimulador de colonias de

granulocitos/macrófagos (GM-CSF),

eritropoyetina (EPO), factor inhibidor

de la leucemia (LIF), factor neutrófilo

ciliar (CNF) e interferón α, β y γ (Taga

y Kishimoto, 1992; Ihle et al, 1994).

En humanos, GHR está codifi-

cado por un único gen, que se extiende

a lo largo de 87 Kb del cromosoma 5.

Este gen está constituido por 10 exones,

de los cuales el exón 2 incluye 11 pb de

la región 5´ no transcrita y codifica el

péptido señal; los exones 3 al 7 codifi-

can el dominio extracelular; el exón 8 el

dominio transmembrana y los exones 9

y 10 el dominio citoplásmico

(Godowski et al., 1989). En la rata, la

estructura del gen es similar, excepto

por la presencia de un exón adicional

que codifica una cola hidrofílica que

será la que permita la síntesis de la pro-

teína transportadora de GH en esta es-

pecie (Figura 4A).

La región promotora del gen del

GHR es poco conocida, y en conse-

cuencia, apenas existen datos de cómo

se regula su transcripción. En roedores

se han identificado secuencias consenso

para la TATA box entre las posiciones

-23 y -52 (Menon et al., 1995) y secuen-

cias consenso de unión para otros facto-

res de transcripción como AP-2, NF/IL6

o CTF/CBP. También en esta especie,

se han descrito dos elementos amplifi-

cadores (enhancers): el denominado

FP1 y un segundo elemento al que se

unirse factores de transcripción de la

familia CTF/NF1 (Zou y Menon,1995)

(Figura 4A).

Tras la transcripción del gen del

GHR, se origina un ARN primario, que

va a sufrir una serie de procesamientos

cuya complejidad tan sólo está comen-

zando a conocerse en la actualidad. Esta

complejidad se ve además aumentada
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por la existencia de importantes dife-

rencias entre las distintas especies in-

vestigadas, en algunas de las cuales

algunas de las moléculas de ARNm

originadas en estos procesamientos no

van a ser traducidas en moléculas del

GHR sino de la proteína transportadora

de GH. En este apartado considerare-

mos únicamente aquellas especies de

ARNm que serán traducidas a molécu-

las de GHR en humanos. La primera

variante descrita en la literatura se ori-

gina por la exclusión del exón 3 en la

molécula de ARNm madura, lo que

determina la pérdida de los aminoácidos

comprendidos entre las posiciones 7 y

28. Esta variante (denominada GHR-

D3) fue identificada a partir de una bi-

blioteca de ADNc de placenta, y es ca-

paz de ligar (además de las formas de

22 y 20 kDa de la GH hipofisaria) las

hormonas de crecimiento placentarias

(Barnard et al., 1993; Mercado et al.,

1994), lo que llevó a postular que podría

tratarse de un receptor específico para la

GH-V (Urbanek et al., 1993). En la ac-

tualidad se sabe que esta variante repre-

senta un polimorfismo de gen del GHR

presente en aproximadamente un 10%

de individuos (Stallings-Mannet et al.,

1996). Por el momento, no se han en-

contrado diferencias funcionales con la

forma no truncada del receptor.

Recientemente han sido identifi-

cadas dos nuevas variantes postrans-

cripcionales del receptor de GH (Ross et

al. 1997; Ayling et al., 1997) en las

cuales  falta la práctica totalidad del

dominio intracelular. Aparte de ser re-

ceptores biológicamente inactivos (e

incluso de actuar como competidores de

la forma funcional del receptor), la im-

portancia de estas variantes radica en su

mayor susceptibilidad a sufrir los proce-

sos de proteolisis que darán lugar a la

generación de proteínas transportadoras

de GH de alta afinidad.

ESTRUCTURA DEL RECEPTOR

DE GH

Todos los miembros de la clase I

de la superfamilia de receptores hema-

topoyéticos presentan una serie de ca-

racterísticas comunes como son el po-

seer un único dominio transmembrana y

presentar una baja homología en su do-

minio extracelular (15-35%), en el que

se distinguen dos regiones claramente

diferenciadas: desde el aminoácido 1 al

123, y desde el 128 hasta el 238. Cada

una de estas regiones contiene siete

cadenas β y juntas forman un sandwich

de dos hojas β antiparalelas, una con

cuatro cadenas y otra con tres (De Vos

et al., 1992). Presenta, además, tres
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Figura 4. Receptor de GH. A. Estructura de la organización del gen del receptor de GH, en la que
se señala a su vez la localización de los elementos de respuesta de los factores de transcripción que
regulan su expresión; B. Esquema de GHR en el  que se señalan los diferentes dominios.

puentes disulfuro (Cys38-Cys48,

Cys83-Cys94 y Cys108-Cys122) en el

extremo N-terminal, distinguiéndose

cuatro zonas dentro de esta región rica

en cisteínas: el residuo de triptófano de

la posición 104, el motivo WS

(Rozakis-Adcock y Kelly, 1992) y los

residuos de las posiciones 222 y 226 del

motivo YGEFS (Duriez et al. 1993;

Baumgartner et al. 1994). Todas ellas

desempeñan un importante papel en la

unión del receptor al ligando.

Dentro del dominio intracelular

del receptor se pueden distinguir tam-

bién dos regiones con importantes pa-

peles en la transducción de la señal. Por

un lado, la denominada Box 1

(Dinerstein et al. 1995), una región cer-

cana a la membrana que presenta un

dominio rico en prolinas, común a todos

los miembros de la superfamilia y que
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consta de ocho aminoácidos. El primero

de ellos es un residuo hidrofóbico, al

que le sigue un grupo de tres aminoáci-

dos, un residuo alifático, y finalmente

un par de prolinas separadas por un sólo

aminoácido. En el caso del receptor de

GH, este dominio presenta la secuencia

ILPPVPVP (residuos entre las posicio-

nes 297 a 304). Mutaciones realizadas

en el dominio Box 1, sugieren que las

dos últimas prolinas del dominio y    el

aminoácido     hidrofóbico    son  esen-

ciales  para  la  interacción, bien directa

o indirecta con Jak-2 (Janus Kinase-2),

y por tanto de su activación (Dinerstein

et al., 1995) (Figura 4B).

La segunda región es la denomi-

nada Box 2, también común a la mayo-

ría de los receptores de citoquinas.

Como ocurría con la Box 1, su secuen-

cia comienza con un grupo de aminoá-

cidos hidrofóbicos y finaliza con uno o

dos aminoácidos cargados positi-

vamente (Murakami et al.,1991).

En el caso del GHR, la Box 2

está compuesta de unos 15 aminoácidos,

situados aproximadamente a 30 ami-

noácidos de la Box 1 en dirección al

extremo C-terminal de la proteína (Da

Silva et al. 1994).

Por último, recientemente se han

localizado en el extremo C-terminal del

receptor regiones que resultan impres-

cindibles no sólo para la activación de

STAT 5 (una de las principales vías de

segundos mensajeros activadas por

GHR), sino también para la activación

de SHP-1 (SH2-containing Phosphatase

1), una tirosina-fosfatasa capaz de de-

fosforilar Jak-2 y en consecuencia de

regular el switch-off del receptor

(Riderstrale et al., 1995; Sotiropoulos et

al. 1996; Hackett et al, 1997).

DISTRIBUCIÓN DE GHR

La mayor parte de estudios

existentes sobre la distribución de GHR

han sido realizados en roedores (Tiong

Tejido Proteína ARNm
Adrenal ND/ND +/+

T. Adiposo ND/ND +/+

Aorta ND/ND +/ND

Bazo ND/ND +/ND

V. Biliar ND/ND +/ND

Cerebro ND/+ ND/+

Corazón ND/ND +/+

M. esquelético ND/+ +/+

T. gastrointes. ND/+ +/+

Hígado +/+ +/+

G. mamaria ND/+ +/+

Gónadas ND/+ +/+

Páncreas ND/+ +/ND

Piel +/+ +/ND

Pulmón +/+ +/ND

Riñón +/+ +/+

Tiroides ND/+ +/-

Tabla I. Distribución del receptor de GH en
tejidos humanos/rata (ND:no determinado).
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y Herington., 1991; Lobie et al.1992) y,

en menor medida, en humanos

(Mercado et al., 1994; Kyle et al.,1981),

utilizando en ambos casos técnicas tan

variadas como Northern blot, RT-PCR,

inmunohistoquímica o radiorreceptor

ensayo (RRA). En todos los casos, el

GHR ha mostrado una distribución

prácticamente ubicua, en concordancia

con la gran variedad de acciones de la

hormona y el gran número de tejidos

sobre los que las ejerce (Tabla 1).

INTERACCIÓN HORMONA-

RECEPTOR. MECANISMO DE

TRANSMISIÓN DE LA SEÑAL

 La unión de la GH a su receptor

y la posterior dimerización de éste, van

a producir, en primer lugar, la fosforila-

ción de Jak-2 (Argentsinger el al.,

1993), una tirosina-quinasa que se en-

cuentra asociada al dominio intracelular

de GHR. Jak-2 es una proteína de 121

aminoácidos y con un peso molecular

de unos 120 kDa, que pertenece a la

familia de las Janus-kinasas, dentro de

la cual se encuentran también Jak-1,

Jak-3 y Tyk-2. Aunque parece que Jak-

2 es el miembro de la familia activado

principalmente por GH, existen datos

que indican que tanto Jak-1 como Jak-3

(y probablemente también Tyk-2) parti-

cipan, aunque en menor medida, en este

proceso. Una vez fosforilada, Jak-2 ad-

quiere capacidad tirosina-quinasa, con

lo que va a fosforilar a una serie de

proteínas implicadas en diferentes vías

de transmisión de la señal, de las cuales,

las principales son la vía dependiente de

la activación de las STATs (Signal

Transducers and Activators of Trans-

cription), la vía de las MAPK/Erks

(Mitogen Activated Protein Kina-

ses/Extracellar signal Regulated Kina-

ses), y la vía dependiente de IRS/PI3-K

(Insulin Receptor Substrate/Phosphaty-

dilinositol-3-Kinase). Además, la acti-

vación de Jak-2 (o bien de alguna de las

vías anteriormente citadas) va a deter-

minar la inducción de otras vías como

son la vía del Calcio/PKC (Protein Ki-

nase C), Grb10 o FAK (Focal Adhesion

Kinase) , aunque su importancia fisioló-

gica no ha sido aclarada todavía (Figura

5).

1- STATs

Probablemente la principal vía

implicada en el mecanismo de acción de

la GH es la que resulta de la activación

de la familia de proteínas denominadas

STATs. Aunque hasta el momento se

han  identificado  6 proteínas  diferentes
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Figura 5. Vías de señalización activadas a través de GHR.

en esta familia, tan sólo tres de ellas

(STATs 1, 3 y 5) parecen implicadas en

el mecanismo de transmisión de la señal

del receptor de GH. Como su nombre

indica, las STATs son factores de trans-

cripción, que en su estado inactivo se

encuentran en el citoplasma, pero que

una vez fosforilados sufren una translo-

cación al núcleo celular, donde se unen

a elementos de respuesta específicos,

activando o inhibiendo la transcripción

de determinados genes. Por tanto, este

sistema representa un mecanismo me-

diante el cual la GH es capaz de activar

(o inhibir) la transcripción génica a tra-

vés de una vía directa (GHR- Jak-2 -

STATs-gen diana).

Aunque el mecanismo de activa-

ción de cada una de las STATs es esen-

cialmente similar, y en todos los casos

requiere la activación de Jak-2, existen

una serie de peculiaridades que pueden

ser las responsables de que, de-

pendiendo de las condiciones, una de

las STATs se active de forma prefe-

rente. Concretamente, se ha propuesto

(Yi et al., 1996) que STAT3 presentaría

una mayor afinidad por Jak-2, mientras
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que STAT5 la tendría por el extremo

del dominio intracelular del receptor.

Esto supondría que variantes del GHR

con dominios intracelulares de distinta

longitud podrían activar preferente-

mente un determinado tipo de STAT

(Sotiropoulos et al., 1996), y por lo

tanto, que diferentes zonas de GHR

producirían efectos distintos, implicán-

dose a STAT3 en fenómenos de prolife-

ración y STAT5 en diferenciación ce-

lular.

2-MAPK/Erk

La activación de esta vía es si-

milar a la que se produce con cualquier

proteína-quinasa, y depende de la unión

de dominios SH2 de la proteína SHC a

residuos de fosfotirosina de Jak-2 y/o

del dominio intracelular del receptor

(Winston el al., 1995). Como resultado

de la activación de esta vía, se va a in-

ducir la transcripción de todo el grupo

de genes dependientes de MAPK/Erk

(Vanderkuur et al., 1997). Reciente-

mente se ha propuesto que la activación

de la vía MAPK por GHR es depen-

diente de la activación del dominio in-

tracelular del receptor de  EGF (Epi-

dermal Growth Factor) a través de un

crosstalk con el receptor de GH

(Yamauchi et al., 1997).

3- IRSs/PI3-K

Los IRSs fueron inicialmente identifi-

cados como tirosina-quinasas asociados

al receptor de insulina y posteriormente

al de los IGFs (Insulin-like Growth

Factors). En la actualidad se sabe que,

una vez fosforilado, Jak-2 es también

capaz de fosforilar IRS 1, 2 y 3

(Argetsinger et al, 1995; Argetsinger et

al, 1996; Yamauchi et al., 1998), que a

su vez serán los responsables de la

activación de PI3K (Ridderstrale et al,

1995). Además, Jak-2 favorece la unión

de IRS1/2 a p85, la subunidad

reguladora de PI3-K. Se ha propuesto

que este mecanismo de acción sería el

responsable de los efectos de la GH

sobre el metabolismo glucídico y

lipídico.

4-Fosfotirosina-fosfatasas (PTPs,

Phosphotyrosine phosphatases)

Dentro de esta familia se han

identificado dos proteínas denominadas

SHP-1 y SHP-2. La importancia de la

primera de ellas dentro del mecanismo

de transmisión de la señal del GHR es

que es la responsable de los denomina-

dos fenómenos de switch-off, es decir,

de limitar en el tiempo la activación del

receptor. La función de SHP-1 consiste
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en defosforilar a Jak-2 tras su activación

(Hacket et al, 1997) y parece depender

de la región citoplasmática del receptor

situada entre los aminoácidos 520 y

540, aunque no está claro si es capaz de

unirse directamento al receptor o si pre-

cisa de una proteína acopladora aún no

identificada.

Por el contrario, SHP-2 el

miembro de la familia identificado más

recientemente, desempeña un papel

estimulador dentro de la vía de señali-

zación de GHR, probablemente debido

a que defosforila una proteína inhibi-

dora de dicha vía (Stofega et al., 1998;

Kim et al, 1998).

5- Otros factores

Aunque las vías que acabamos

de describir son, hoy por hoy, las que

presentan una mayor importancia, exis-

ten también datos que sugieren que

parte de los efectos biológicos de la GH

pueden estar mediados por la activación

de otras vías. Una de éstas es la vía de-

pendiente de la proteína-quinasa C

(PKC). Se han propuesto dos posibles

vías de activación de PKC  por GHR,

aunque ninguna de ellas ha podido ser

demostrada de forma concluyente. Una

de ellas sería a través de una fosfolipasa

C ligada al receptor de GHR por una

proteína G (Rogers et al.,1989), aunque

todavía no ha podido demostrarse la

existencia de proteínas G asociadas a

GHR/Jak-2. La segunda posible vía

sería dependiente de IRS/PI3-K (Toker

et al., 1994 ).

La GH es también capaz de in-

crementar los niveles de calcio libre

intracelular en algunos tipos celulares,

probablemente debido a la apertura de

canales de calcio localizados en la

membrana celular. Aunque se ha pro-

puesto que este incremento de calcio

resulta imprescindible para que se pro-

duzcan los efectos biológicos de la

hormona, hasta el momento no se han

podido identificar estos canales, ni tam-

poco el mecanismo responsable de su

apertura. Estudios realizados con mu-

tantes del GHR indican que el incre-

mento de los niveles de calcio es inde-

pendiente de los residuos de la Box 1, lo

que a su vez sugiere que se trata de un

efecto independiente de Jak-2

(Billestrup et al., 1995).

Mediante estudios in vitro se ha

podido demostrar la existencia de un

gran número de proteínas capaces de

unirse al extremo C-terminal del GHR,

entre las que se encuentran Shc, p85,

Csk, Shb, Grb4 y Grb10. Esta última

ejerce una acción inhibidora sobre la

cascada de señalización del GHR de-

pendiente de STAT3, no afectándose,

sin embargo, las acciones dependientes
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de la activación de STAT5

(Moutoussamy et al, 1998). La última

proteína implicada en la cascada de se-

ñalización dependiente de GHR es p125

(FAK, Focal Adhesion Kinase), que tras

su asociación a Jak-2 activado a través

de GHR se fosforila, habiéndose postu-

lado que sería la mediadora de las re-

cientemente descritas acciones de GH

sobre el citoesqueleto celular (Goh et

al., 1997). No obstante todos estos cam-

bios producidos en el citoesqueleto por

parte de GH no afectan a la transcrip-

ción mediadada por STAT (Zhu et al,

1998).

6- Internalización del complejo

GH/GHR

Aparte de este mecanismo de

acción "clásico" de la GH basado en la

generación de segundos mensajeros, se

ha visto que la unión de la GH a su re-

ceptor induce la internalización del

complejo hormona-receptor (Allevato et

al., 1995), y su posterior translocación a

distintos compartimentos intracelulares

entre los que se encuentra el núcleo.

Este proceso se produce de forma rá-

pida, probablemente a través de una vía

endosomal (Lobie et al., 1994a; Lobie et

al., 1994b). Estos fenomenos de inter-

nalización son dependientes de la ubi-

quitinación del receptor (Govers et al.,

1997), aunque también se ha descrito

internalización independientemente del

sistema de ubiquitina en formas trunca-

das de GHR (Govers et al., 1998).

Se ha propuesto que esta vía po-

dría representar un mecanismo alterna-

tivo de acción, mediante el cual la GH

podría activar directamente en el núcleo

la transcripción de determinados genes.

La demostración de la existencia de

forma constitutiva de Jak-2 y STAT en

el núcleo parece apoyar esta hipótesis,

aunque por el momento no ha podido

ser comprobada (Lobie et al., 1996). 

ACCIONES BIOLÓGICAS DE LA

HORMONA DE CRECIMIENTO

A diferencia del resto de las

hormonas adenohipofisarias, la GH no

actúa de forma específica sobre un de-

terminado órgano diana, sino que sus

acciones son ejercidas sobre todo el

organismo, por lo cual también recibe el

nombre de somatotropina u hormona

somatotropa (STH, Somatotropic Hor-

mone). Se trata de una hormona con un

carácter eminentemente pleiotrópico,

pero con una finalidad básica: favorecer

el crecimiento corporal y contribuir a

mantener un entorno metabólico ade-

cuado a las necesidades del organismo
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no sólo durante el período de creci-

miento sino también una vez que éste ha

finalizado. En la literatura estas accio-

nes suelen referirse como acciones de la

GH sobre el crecimiento y acciones

metabólicas de la GH, sin embargo, en

la práctica resulta difícil establecer un

límite claro entre ambas. El crecimiento

de todo organismo es la consecuencia

de un aumento de su número de células,

pero para que este aumento se produzca,

es necesario que existan, por una parte,

factores que induzcan la proliferación

celular, pero también factores que creen

un status metabolico adecuado que

permita que las células proliferantes

puedan soportar el gasto energético que

supone dicho proceso. La GH favorece

el crecimiento potenciando ambas vías.

Por una parte, es capaz de actuar como

un factor inductor de la proliferación en

diferentes tipos celulares (Raff, 1996),

entre los que se encuentran no sólo los

condrocitos del cartílago epifisario (so-

bre los que la GH actúa conjuntamente

con IGF-I), sino también células hemá-

ticas, glándula mamaria, músculo o ce-

rebro (Weigent et al. 1991; Lobie et al.,

1993; Zadik et al., 1993; Sacca et al.,

1994; Mol et al.1996).

 Además, la GH ejerce impor-

tantes efectos sobre el metabolismo

intermediario, a través de sus acciones

anabolizante, lipolítica (Goodman et al.,

1990; Parini et al., 1995) y diabetógena,

que son realizadas de una forma per-

fectamente integrada para conseguir

como efecto final el crecimiento, o la

regulación metabólica y nutricional del

organismo una vez finalizado aquel. In

vivo, la GH produce un doble efecto

sobre el metabolismo de los hidratos de

carbono: de forma aguda incrementa la

captación celular de glucosa,

favoreciendo así su utilización en el

metabolismo celular. Este efecto es

probablemente debido a un aumento del

reclutamiento de transportadores

GLUT1 y GLUT4 (Carter-Su et

al.,1996), secundario a la activación de

IRS/PI3K. A largo plazo, los efectos de

la GH sobre el metabolismo de los hi-

dratos de carbono son más difíciles de

valorar, pero consisten fundamental-

mente en una disminución de la utiliza-

ción de la glucosa que puede ser debida,

al menos en parte, a un incremento de

los niveles circulantes de IGF-I

(Herman-Bonert et al., 1995).

Sobre el metabolismo proteico,

la GH ejerce un efecto anabolizante (Lo

et al., 1997; Garibotto et al., 1997). Este

efecto se debe probablemente en parte a

las mencionadas acciones de la GH so-

bre el metabolismo de los hidratos de

carbono, asociados a su capacidad de

inducir la transcripción de genes capa-

ces de incrementar la captación celular
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de aminoácidos, de disminuir el catabo-

lismo proteico, etc.

Por último, aunque de forma

aguda la GH ejerce un efecto antilipolí-

tico,  a  largo  plazo   sus   acciones  son

eminentemente lipolíticas, probable-

mente mediadas por la activación de

una lipasa dependiente de PKC y/o de

IRS/PI3K (Herman-Bonert et al., 1995;

Carter-Su et al.,1996) .
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III. Supervivencia celular

PAPEL DE LA APOPTOSIS EN EL

CONTROL DEL DESARROLLO Y

CRECIMIENTO

La apoptosis es un fenómeno de

muerte celular que implica en su puesta

en marcha una serie de cambios de ca-

rácter morfológico y bioquímico, que de

forma activa conducen a la destrucción

celular. Es, por tanto, un proceso dife-

rente a la necrosis celular, en el cual tras

un daño importante producido a la cé-

lula por un agente externo se desenca-

dena la lisis celular. Las “vías efecto-

ras” del proceso de apoptosis son co-

munes a  casi todas las especies a lo

largo de la evolución, y de hecho la ma-

yoría de las proteínas implicadas en

estos mecanismos fueron identificadas

inicialmente en un nemátodo, el Cae-

norhabditis elegans, caracterizándose

posteriormente en mamíferos. Dentro de

ellas, las más importantes son las de-

nominadas en conjunto ICE (cysteine

protease Interleukin-1β-Converting En-

zyme), una familia de proteasas de la

que forman parte al menos unas diez

proteínas. Las ICE son sintetizadas

como enzimas inactivas, siendo activa-

das cuando el mecanismo de muerte

celular programada se pone en marcha,

produciéndose así la proteolisis de im-

portantes substratos celulares como

PARP (Poly ADP-Ribose Poly-ribome-

rase) y lamininas, lo que determina la

aparición de los cambios morfológicos

celulares característicos de la apoptosis

(Cohen et al., 1997).

Durante el desarrollo de la ma-

yoría, sino de todos los seres vivos

multicelulares, la apoptosis proporciona

un mecanismo eficaz al organismo para

la eliminación de aquellas poblaciones

celulares no necesarias en las diferentes

etapas de desarrollo o recambio celular

del individuo. Algunos ejemplos de este

tipo de procesos fisiológicos son la ma-

duración de los timocitos, la formación

de las hasta ahora mal denominadas

zonas necróticas en las áreas interdigi-

tales en la formación de las extremida-
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des, la involución mamaria, el desarro-

llo de las espermatogonias y folículos o

la sinaptogénesis entre muchas otras

funciones.

Además, la muerte celular pro-

gramada proporciona un mecanismo de

control del crecimiento somático, que

no es más que el resultado del equilibrio

entre dos procesos contrapuestos como

son la proliferación y la apoptosis celu-

lar. Del establecimiento de la preponde-

rancia del primero de ellos sobre el otro

surgirá la posibilidad de que se pro-

duzca un aumento de tamaño del orga-

nismo.

Por último, en los últimos años

se ha demostrando la relevancia de este

mecanismo biológico en determinados

procesos patológicos como el cáncer o

enfermedades degenerativas. De hecho,

proteínas fundamentales en la regula-

ción de las vías de supervivencia como

Akt, o algunos miembros de la familia

de Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-X) se sobreexpre-

san (o presentan una mayor actividad)

en determinados tipos de tumores, lo

que ha derivado parte de la investiga-

ción en oncología básica hacia la posi-

bilidad de que en los procesos tumorales

no sólo desempeñe un papel importante

la inducción de la proliferación celular,

sino también el aumento de la supervi-

vencia celular (McGill et al., 1997).

PROTEÍNAS IMPLICADAS EN LAS

VÍAS DE INDUCCIÓN DE

SUPERVIVENCIA CELULAR

1. Akt/PKB

Esta serina/treonina quinasa fue

identificada en el año 1991 por tres gru-

pos diferentes, hecho que contribuyó a

la existencia de diferentes denomina-

ciones para la misma proteína. Dos de

los grupos identificaron una quinasa de

aproximadamente 60 kDa con un 73%

de homología con el dominio quinasa de

PKCε y un 68% con el dominio quinasa

de la PKA, esto hizo que recibiese las

denominaciones de PKB (Protein Ki-

nase B) (Coffer et al, 1991) y de RAC-

PK (Related to the A and C Protein Ki-

nase) (Jones et al., 1991). Simultánea-

mente se relacionó esta quinasa con el

oncogen v-akt del retrovirus AKT8 ais-

lado en el linfoma de células T en los

roedores (Bellacosa et al., 1991). El

oncogen retroviral codifica una proteína

de fusión entre el Akt celular y la pro-

teína estructural viral Gag.

Hasta el momento, se han des-

crito 3 isoformas de Akt, denominadas

(Akt1/PKBα/RAC-PKα, Akt2/PKBβ/

RAC-PKβ y RAC-PKγ). En todas ellas

se pueden distinguir: i) un dominio PH

(Pleckstrin-Homology), localizado en

su extremo N-terminal, que comprende
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los aminoácidos 1-106. ii) un dominio

quinasa que comprende los aminoácidos

148-411 y en el que se encuentra la

treonina 308, fundamental en el proceso

Figura 6. Estructura de los diferentes
miembros de la familia de proteínas Akt.

de activación de la proteína. iii) una

región AH (Akt Homology, aminoáci-

dos 1-147) situado entre los anteriores y

iv) una región C-terminal (aminoácidos

412-480) en la que se encuentra la

serina 473, también básica en el proceso

de activación (Figura 6).

La activación de Akt depende de

la vía de inositoles de membrana

(Franke et al., 1997) que son, a su vez,

activados por PI3-K (Burgering et al.,

1995). Una vez activados los

fosfoinositoles de membrana se produce

el reclutamiento de Akt a la membrana

plasmática, uniéndose a ella mediante

su dominio PH, y permitiendo así el

acceso de la quinasa PDK1

(Phosphoinositide-Dependent protein

Kinase) a la treonina localizada en la

posición 308 (Pullen et al., 1998; Alessi

et al., 1998). PDK-1 es una

serina/treonina quinasa que está

constitutivamente activada de forma que

tras su unión a Akt se produce la fosfo-

rilación de dicha treonina. Posterior-

mente, se produce la fosforilación de la

serina 473 por acción de otra PDK

(PDK2) que a diferencia de la anterior

aún no ha sido identificada, pero cuya

activación es dependiente de fosfatidil-

inositol (3,4,5) P3. Una vez fosforilada

en ambos residuos, Akt se encuentra ya

totalmente activada, pudiendo a su vez

fosforilar una serie de moléculas diana.

Uno de los principales objetivos

en los últimos años ha sido la búsqueda

de substratos in vivo de Akt. La secuen-

cia que reconoce es RxRyz(S/T)hy,

siendo x cualquier aminoácido, z e y

residuos de pequeño tamaño excep-

tuando la glicina, y hy un grupo hidro-

fóbico (Alessi et al., 1996).

Hasta ahora los substratos cono-

cidos son la GSK3 (Glycogen Synthase

Kinase 3) (Cross et al., 1995), p70 s6k

(Burgering et al., 1995) y BAD, un

miembro de la familia de Bcl-2 (Del

Peso et al, 1997; Datta et al., 1997). La

primera de ellas, GSK3 se inactiva al

ser fosforilada por Akt/PKB, produ-

ciéndose así una activación de la sínte-
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sis de glucógeno. Además, esta quinasa

está implicada en la regulación de mul-

titud de vías de señalización intracelu-

lar, así como el control de factores de

transcripción como AP1 y CREB, en la

regulación del gen supresor de tumores

APC (Adenomatous Polyposis Coli) y

de diversos genes implicados en vías de

desarrollo de invertebrados (McGill et

al., 1997).

En el caso de p70 s6k aunque no

hay evidencia de que sea un substrato

directo, se relaciona su activación con la

de Akt. La función de esta proteína es la

de fosforilar la proteína s6 ribosomal,

cuya función no está todavía muy clara

aunque se cree que participa en el con-

trol de la transcripción y traducción de

diversas proteínas (Proud et al., 1996).

De todos ellos, el principal

substrato implicado en apoptosis es

BAD. En su forma no fosforilada, BAD

promueve la muerte celular progra-

mada, formando heterodímeros e

inactivando a otro miembro de la fa-

milia de Bcl-2 denominado Bcl-XL. Por

el contrario, cuando BAD es fosforilado

por Akt, disminuye su afinidad por Bcl-

XL, y aumenta su afinidad por otra pro-

teína denominada 14-3-3. Esto permite

que Bcl-XL se libere pudiendo así ejer-

cer sus acciones antiapoptóticas (Datta

et al., 1997).

2. Familia de proteínas Bcl-2

La familia de proteínas de la fa-

milia Bcl-2 constituyen uno de los gru-

pos de proteínas más relevantes dentro

de aquellos que regulan la apoptosis

celular durante la fase efectora. El gen

Bcl-2 fue inicialmente identificado tras

el estudio de la translocación cromosó-

mica t(14;18) que aparecía en ciertos

linfomas de células B. Actualmente se

sabe que Bcl-2 es uno de los miembros

de una amplia familia de genes que re-

gulan la apoptosis celular, entre los

cuales se encuentran tanto antagonistas

de la muerte celular como Bcl-2, Bcl-

XL, Bcl-w, Bfl-1, Brag-1, Mcl-1 y A1)

como agonistas de la misma: Bax, Bak,

Figura 7. Estructura de los diferentes
miembros de la familia de proteínas Bcl-2.
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Bcl-XS, Bad, Bid, Bik y Hrk (Thompson

et al., 1995; Yang et al., 1996).

La diferencia que existe entre los

miembros de la familia en su función  a

la hora de regular de forma positiva o

negativa la muerte celular se basa prin-

cipalmente en las diferencias estructu-

rales que existen entre ellos. La mayoría

de los miembros de la familia, a excep-

ción de Bid y Bad,  poseen un dominio

transmembrana (TM) en su región C-

terminal, que condiciona su localización

subcelular en la membrana mitocondrial

y por tanto su función (Kroemer et al.,

1997). La mitocondria juega un impor-

tante papel en el desencadenamiento del

proceso de muerte celular, en esta orga-

nela, las proteínas Bcl-2 estabilizarían

su membrana dificultando la activación

de proteínas implicadas en la inducción

de muerte celular como citocromo c y

otros activadores de caspasas (Vander-

Heiden et al., 1997). Otros dominios

comunes a todas las proteínas de la fa-

milia son los BH (Bcl-2 Homology) que

aparecen de forma variable en número

en los diferentes miembros de la familia

(de BH1 a BH4), y cuya función se cree

que es la de servir como regiones de

posible interacción con otras proteínas

(Figura 7).
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OBJETIVOS

El objetivo del presente estudio fue analizar el papel desempeñado por la GH

extrahipofisaria, concretamente, su papel en el control del crecimiento celular. Para ello

tratamos de:

1. Caracterizar un modelo celular que nos permitiese analizar las acciones auto-

crino/paracrinas de la GH extrahipofisaria.

2. Estudiar las acciones de la GH en dicho modelo.

3. Estudiar las vías de señalización implicadas.
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Cultivos celulares

En este estudio han sido utiliza-

das como modelo experimental dos lí-

neas celulares:

1. HL-60. La línea celular HL-60

(leucemia humana mieloblástica aguda

con diferenciación) fue obtenida de la

Colección Europea de Cultivos

Celulares Animales (ECACC). Las

células fueron cultivadas en medio

RPMI (pH 7,4), suplementado con L-

glutamina (2 mM) y 10% de suero

bovino fetal (FBS). Se mantuvieron en

un incubador a 37°C en atmósfera

húmeda y con CO2 al 5%.

2. CHO wtGHR y CHO ∆∆454GHR.

Los clones CHO-wt GHR y CHO-

∆454GHR fueron desarrollados en la

U344 del INSERM (París)  transfec-

tando células CHO (derivadas de ovario

de hamster) con el receptor de GH o con

una forma truncada en la que faltan los

aminoácidos a partir de la posición 454.

Ambos fueron cultivados en medio

HAM-F12 (Life Technologies, Reino

Unido) suplementado con 10% FBS

(Life Technologies, Reino Unido) y L-

glutamina (2 mM) (Sigma, EE.UU.), y

mantenidos a una temperatura de 37ºC

en una atmósfera húmeda al 5% CO2.

Extractos celulares

Las células fueron centrifugadas

(100 x g, 3 min, 4ºC), resuspendidas en

PBS (phosphate-buffered saline) frío, y

centrifugadas de nuevo. El pellet resul-

tante fue incubado durante 15 min. en

solución de lisis fría (Hepes 50 mM, pH

7,5; NaCl 150 mM; 10% Glicerol; 1%

Triton X-100; EGTA 5mM; MgCl2 1,5

mM; Na4P2O7 20 mM; Na3VO4 20

mM; 50 mg/mL aprotinina; PMSF

(phenylmethylsulfonyl fluoride) 4 mM;

1ml de tampón/5x107 células), tras lo

cual fue centrifugado (15000 x g, 15

min., 4ºC). Las proteínas totales fueron

cuantificadas a partir del sobrenadante
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obtenido mediante el método BioRad de

cuantificación de proteínas.

RT-PCR

 Una de las técnicas empleadas

para la detección de la expresión del

RNAm de GH y de GHR ha sido la re-

trotranscripción del ARNm a ADNc y

su posterior amplificación mediante la

reacción en cadena de la polimerasa

(RT-PCR). Para ello se realizaron los

siguientes pasos:

1. Extracción del ARNm. La

extracción de ARNm se realizó

mediante la utilización de un kit

comercial de aislamiento de polyA+

(Quick Prep Micro mRNA Purification

Kit, Pharmacia Biotech, Suecia). El

ARNm obtenido fue almacenado hasta

el momento de su procesamiento a

-20°C.

2. Síntesis de ADNc. Para la síntesis

del ADN complementario (ADNc) se

realizó la siguiente reacción en un

volumen final de 30 µL:

• 10µL de ARNm

• 200U de transcriptasa reversa

(MMLVRT, Pharmacia Biotech,

Suecia.)

• dNTPs 1 mM

• 30U de un inhibidor de

ARNasas (RNAsin, Promega,

EE.UU.)

• random hexamer oligonucleó-

tido, 1x10 -6 M.

• 6 µL de tampón (Tris HCl

50mM, pH 8,3; KCl 50mM;

MgCl2 5mM.

La muestra fue sometida a un

ciclo de 37ºC durante 50 min., 42ºC

durante 15 min. y 95ºC durante 5 min.,

utilizando un termociclador (PTC 150,

MJ Research, EE.UU.).

3. Amplificación del ADNc mediante

PCR. La amplificación de la secuencia

del ADNc de GH y de su receptor, así

como del gen utilizado como control

interno hHPRT se realizaron mediante

PCR, utilizando primers  específicos

diseñados para amplificar selectiva-

mente regiones de los exones 3 y 5 del

gen de hGH (5'

CCGACACCCTCCAACAGGGA 3' y

5' CCTTGTCCATGTCCTTCCTG 3');

así como del exón 9 y 10 de su receptor

(Godowski et al., 1989) 5'CCCCAGTT

CCAGTTCCCAAAG3' (nt 83-122,

exón 9), 5'GTCTGTCTGTGTCTGATT

CCT3' (nt 191-202, exón 10). Para la

amplificación del housekeeping gene,

gen utilizado como control se utilizaron

los siguientes primers 5' CAGCCCTGG

CGTCGTGATTA 3' y 5' GCAAGACG

TTCAGTCCTGTC. En este caso los
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primers fueron dirigidos hacia regiones

en los exones 1 y 3.

En la reacción de amplificación

se utilizaron:

• 1µL de la reacción de retro-

transcripción.

• 25 pM de cada uno de los pri-

mers.

• 1U de Taq ADN polimerasa

(Promega, EE.UU.),

• dNTPs, 2 mM

• 5µL tampón (Tris-HCl 18,6

mM, KCl 45,9 mM,  MgCl2 3

mM).

El volumen final de reacción fue

de 50 µl. La muestra fue sometida a 30

ciclos de: 94º C durante 1 min.  , 55ºC

durante 1 min., 72º C durante 1 min. y

un ciclo final de extensión de 10 min. a

72º C.

Los productos obtenidos tras la

amplificación se resolvieron en un gel

de agarosa al 1%. La visualización de

las bandas se realizó por fluorescencia

tras tinción con bromuro de etidio en el

sistema de tratamiento GelDoc

(BioRad, EE.UU.).

Western blot

Para el análisis mediante western

blot de los extractos de proteínas

obtenidos se emplearon geles PAGE

(Electroforesis en geles de poliacrila-

mida) no-desnaturalizante y SDS-PAGE

(según se especifique en cada caso),

posteriormente fueron transferidos a una

membrana de nitrocelulosa (Trans-blot

Transfer Medium, BioRad, EE.UU.). La

membrana fue incubada durante 1 h.

con un primer anticuerpo (se especifi-

cará en cada caso en el epígrafe de Re-

sultados), tras varios lavados, fue de

nuevo  incubada durante 45 min. en

presencia de proteina A-HRP (horsera-

dish peroxidase, Amersham Internatio-

nal, Reino Unido). Las detección de las

proteínas se realizó mediante métodos

quimioluminiscentes ECL Western

Blotting kit (Amersham International,

EE.UU.) ó Western-Light Chemilumi-

niscent Detection System (Tropix,

Perkin-Elmer, EE.UU.), y autorradio-

grafía (HyperfilmECL, Amersham In-

ternational, Reino Unido).

Fluoroinmunoensayo

Para la detección de la GH se-

cretada al medio se utilizó el fluoroin-

munoensayo (Delfia, Pharmacia, Es-

paña) según las especificaciones del

fabricante. La sensibilidad del ensayo

fue de 0,02 µg/l y coeficientes de varia-

ción de 6,3% (o,4 µg/l.) y 5,3% (10,2

µg/l.). Las concentraciones de GH fue-
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ron estimadas en el medio de cultivo en

condiciones basales y tras estimulación

con 60mM de KCl. Como control fue

analizado medio sin células.

Análisis de la fragmentación de ADN

Las células fueron recogidas y

lisadas mediante el empleo de solución

de lisis (10 mM Tris; 1mM EDTA, pH

8; 0,2 % Triton X-100), se incubaron

durante 20 min. a 4ºC y se centrifugaron

a 13000 x g durante 10 min. Los sobre-

nadantes obtenidos fueron precipitados

durante 16 h. a –20ºC en  50% isopro-

panol y 0,5 M NaCl, el pellet ADN pre-

cipitado fue obtenido tras su centrifuga-

ción a 13000 x g durante 10 min. Los

pellets así obtenidos fueron resuspendi-

dos, tratados con RNAsa A (100µg/ml,

1 h., 37ºC ) y proteinasa K (300 µg/ml,

2h., 50ºC) y finalmente resueltos en un

gel de agarosa al 1,5%. La fragmenta-

ción del ADN fue visualizada en el sis-

tema Gel Doc System (BioRad,

EE.UU.) tras su tinción con bromuro de

etidio.

TUNEL

Para el ensayo TUNEL, las cé-

lulas fueron sometidas a un cytospin. Y

posteriormente fijadas con 4% para-

formaldehido y 2% sacarosa. El ensayo

TUNEL se realizó siguiendo las ins-

trucciones del fabricante (Boehringer

Manheim, Alemania). El citoesqueleto

celular fue visualizado mediante tinción

con phalloidin-TRITC (Sigma-Aldrich

Co., USA).

Ensayo quinasa Akt

Para la realización del ensayo

quinasa de Akt, las células fueron lisa-

das en presencia de solución de lisis

(Tris/HCl 10 mM (pH 7,4), EDTA 5

mM, NaCl 150 mM, NaF 20 mM,  β-

glicerolfosfato 25 mM, pirofosfato só-

dico 1mM, ortovanadato sódico 1 mM,

10% glicerol, 1% Nodidet P-40, PMSF

(phenylmethylsulfonyl fluoride) 1 mM,

5 µg/ml aprotinina, 2 µg/ml leupeptina

y 1 µg/ml pepstatina) durante 15 min. a

4ºC. Los lisados celulares fueron centri-

fugados (25000 g durante 15 min.) y el

sobrenadante fue inmunoprecipitado en

presencia de anticuerpos anti-Akt  (New

England Biolabs, EE.UU.). Los inmu-

noprecipitados fueron lavados sucesi-

vamente en solución de lisis, PBS con

ortovanadato sódico 1mM y tampón

quinasa (Hepes 20 mM, MgCl2 10 mM,

MnCl2 10 mM (pH 7,4), tras lo cual el

inmunoprecipitado obtenido fue incu-

bado en presencia 0,5 µCi de [32P]ATP

en una mezcla de reacción conteniendo
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ATP 100 mM, DTT 10 mM, y 0,2

mg/ml Histona H2B en tampón de reac-

ción quinasa. Tras 15 min. a 30ºC, las

reacciones fueron detenidas mediante la

adición   de  tampón  de  muestra,  pos-

teriormente  las  reacciones  fueron re-

sueltas en  un  gel al 15%  SDS-PAGE,

y  finalmente autorradiografiado

(Hyperfilm, Amersham, Reino Unido).

Para evaluar la eficiencia de la inmuno-

preciptación de Akt, una fracción del

inmunoprecipitado fue resuelto en un

gel al 15% SDS-PAGE, transferido e

incubado en presencia de anticuerpos

anti-Akt como se ha descrito previa-

mente.

Inmunohistoquímica ultraestructural

Las células fueron centrifugadas

y fijadas en 2% paraformaldehido-0.2%

glutaraldehido en PBS 100 mM (pH

7,4) durante 10 min. a 4ºC. Tras varios

lavados en PBS, las muestras fueron

deshidratadas en etanol, incluidas en LR

White (The London Resin Co, Reino

Unido) y polimerizada a 60ºC durante 8

h., evitando el contacto entre la resina y

el oxígeno. Las secciones (60 nm de

grosor) fueron  situadas sobre una rejilla

de níquel de 300-mesh. El marcaje fue

realizado a temperatura ambiente según

el siguiente protocolo: 1) Suero de cabra

(NGS, Dakopatts, Dinamarca), 1:50 en

PBS conteniendo 0.5% ovoalbumina (5

min.); 2) anticuerpo anti-GH humana

(Chemicon, EE.UU.), 1:50 en PBS

conteniendo 1% ovoalbumina (16 h.); 3)

PBS (2 veces cada 5 minutos); 4) 0.5%

ovoalbumina en Tris-HCl 50 mM (pH

8,4) (5 min.); 5) anticuerpo policlonal

anti-IgG de conejo de cabra conjugado

con oro 10 nM (Biocell, Cardiff,

EE.UU.) 1:20 en Tris-HCl 50 mM (pH

7,4), conteniendo 1% ovoalbumina (1

h.); 6) Tris-HCl 50 mM (pH 7,4) (5

min.); y 7) agua destilada (5 min.). El

contraste se obtuvo mediante el

tratamiento con 2% uranil acetato

durante 2 min.

Inmunohistoquímica

Las células control y las tratadas

IFN-γ fueron centrifugadas sobre portas

de vidrio (APES, Sigma, EE.UU.). Las

células tratadas con TPA fueron

cultivadas sobre cubres de vidrio

(Marien Field, Alemania). En todos los

casos, las células fueron procesadas

siguiendo el siguiente protocolo: 10%

formaldehido (15 min.), PBS (5 min.),

metanol   absoluto  ( 4   min.   a  -20ºC),

acetona (2 min. a -20ºC), y PBS (5 min.,

dos veces).

La inmunoreactividad GH y

GHR fue detectada mediante el empleo
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del complejo avidin-biotin-peroxidasa

(ABC). La actividad peroxidasa endó-

gena fue bloqueada mediante el trata-

miento con 0.3% peróxido de hidrógeno

en PBS. Las células fueron  incubadas

sucesivamente en: 1) NGS, dilución

1:10 en PBS para 30 min.; 2) anticuerpo

anti-GH (Dako, dilución 1:100, 1 h.) ó

anticuerpo monoclonal anti-GHR

(Mab263, dilución 1:100, 1 h.); 3) anti-

cuerpo anti-IgG de conejo de cabra bio-

tinado (Dakopatts, dilución de 1:400,

durante 30 min.); 4) el complejo

avidina-biotina-peroxidasa (Vectastain

Elite Kit, Vector, EE.UU.) preparado

de acuerdo a las instrucciones del fabri-

cante, durante  30 min.;  y 5)  0.06%

3,3'    diaminobenzidina-tetrahidrocloro

(0.003%    de  peróxido   de  hidrógeno

durante 5 min. Entre los diferentes pa-

sos, las muestras fueron lavados con

(Sigma Chemical Co., EE.UU.) con

PBS y, tras el paso 5, con agua desti-

lada.
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RESULTADOS

I. Caracterización del  modelo celular

Aunque la función desempeñada por

la GH extrahipofisaria no se conoce por

el momento, los datos existentes en la

literatura sugieren que actuaría como un

factor de crecimiento local. Así, la GH

producida en las células del epitelio

mamario actuaría como un factor para-

crino capaz de estimular la proliferación

de dicho epitelio (Mol et al., 1996). De

forma similar, la GH actuaría también

como un factor paracrino en el sistema

hematopoyético, controlando el creci-

miento y/o la diferenciación de los pre-

cursores hemáticos. De hecho, las ac-

ciones de la GH sobre las células he-

matopoyéticas y el sistema inmune son

conocidas desde hace tiempo, aunque

siempre fueron atribuidas a la hormona

producida en la hipófisis (Kooijman et

al., 1996). (Weigent et al., 1988; Baglia

et al., 1992; Lytras et al., 1993; Mol et

al., 1995a; Mol et al, 1995b).

Con el objeto de profundizar en

el estudio del papel de la GH extrahipo-

fisaria, nuestro primer paso fue caracte-

rizar un modelo experimental adecuado:

células no sólo capaces de expresar GH,

sino también de responder a esta hor-

mona. Para ello utilizamos la línea ce-

lular HL-60, desarrollada a partir de una

leucemia mieloblástica aguda con dife-

renciación (M2). Esta línea celular pre-

senta diversas alteraciones citogenéti-

cas, entre las que podemos destacar una

gran deleción del gen que codifica la

proteína p53, así como múltiples ampli-

ficaciones del gen c-myc (Birnie et al.,

1988). Las células HL-60 presentan una

serie de características que las convier-

ten en idóneas para nuestro estudio. En

primer lugar, son células capaces de

responder a la administración exógena

de GH incrementando su proliferación

in vitro (Estrov et al., 1991). En se-

gundo lugar, son células hemáticas y,

como ya señalamos en la introducción,

el sistema hematopoyético es el princi-

pal lugar de síntesis de GH extrahipofi-

saria. De hecho, se ha demostrado la

existencia de síntesis de GH en múlti-

ples tipos de células hemáticas, tanto

normales como tumorales (Weigent et
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al., 1988; Baglia et al., 1992; Lytras et

al., 1993; Kooijman et al., 1996). Por

último, las células HL-60 pueden ser fá-

cilmente diferenciadas con diferentes

compuestos (Collins et al., 1987; Birnie

et al., 1988), lo que las convierte en un

buen modelo para el estudio de posibles

correlaciones entre los niveles de una

determinada proteína y el estado de di-

ferenciación en el que la célula se en-

cuentre (Smith et al., 1993). Además,

las diferentes vías de diferenciación

hacia las que estas células pueden ser

inducidas dependen de la naturaleza de

los agentes empleados: compuestos

polares planares como el dimetil sulfó-

xido (DMSO), y otros tan diversos

como ácido retinóico y actinomicina D

inducen diferenciación a granulocitos;

mientras que la 1,25-dihidroxivitamina

D3, ésteres de forbol (TPA, 12-O-tetra-

decanoylphorbol-13-acetate), butirato

sódico o interferón γ  (INF-γ) inducen la

diferenciación hacia monoci-

tos/macrófagos (Collins et al., 1987;

Birnie et al., 1988; Smith et al., 1993).

Este último presenta, a su vez, otra inte-

resante propiedad  y es que permite la

diferenciación celular sin llevar aso-

ciado, a diferencia de los otros, un cese

en la proliferación, permitiendo así el

estudio diferencial entre cambios aso-

ciados  a    diferenciación   celular    y  a

Figura 8. Western blot de extractos de pro-
teína obtenidos a partir de hipófisis humana
(control) y células HL-60. Los extractos se
resolvieron mediante PAGE al 15%, se elec-
trotransfirieron a membranas de nitrocelu-
losa y se incubaron con un anticuerpo
policlonal anti-GH(1:1000). Las bandas con
inmunoreactividad GH se visualizaron con
un sistema de quimioluminiscencia. Al
margen se señalan los pesos moleculares de
las variantes de GH detectadas.

proliferación (Smith et al., 1993).

Para la caracterización de la ex-

presión de GH en nuestro modelo celu-

lar, comenzamos por estudiar, mediante

western blot, la presencia de inmuno-

reactividad GH en extractos celulares.

Como puede verse en la Figura 8, tras

incubar los extractos con anticuerpos

anti-GH se observa una banda mayorita-

ria de aproximadamente 22 kDa, junto

con bandas de menor intensidad de

aproximadamente 20 y 44 kDa. Por

tanto, estos resultados no sólo indican la

existencia de inmunorreactividad GH en

células HL-60, sino que sugieren un

procesamiento similar al que se produce

en la hipófisis.

Los resultados obtenidos por western

blot   fueron     confirmados     mediante
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Figura 9. A. Productos PCR obtenidos a
partir de la amplificación de: ADN genómico
(calle 1); ADNc obtenido a partir de células
HL-60 (calle 2); ADNc obtenido a partir de
hipófisis humana (calle 3). B. Corte con el
enzima de restricción RsaI (Boehringer
Manheim, Alemania) (se señala el punto de
corte específico para el gen hGH-N en el
esquema adjunto) del producto obtenido  a
partir de la amplificación del ADNc de
células HL-60: producto no digerido (calle 1);
fragmentos obtenidos tras el corte con el
enzima (calle 2).

 RT-PCR. La amplificación del ADNc

dio como resultado la aparición de una

banda con un tamaño aproximado de

342 pb, similar al control (obtenido al

amplificar ADNc de hipófisis humana).

Pudo observarse además una segunda

banda de 688 pb que corresponde a la

amplificación de ADN genómico

(Figura 9A). Para caracterizar de forma

precisa, cuál de los miembros de la fa-

milia de genes GH es el expresado en

estas células, se realizó un análisis de

restricción del producto amplificado

mediante el corte con un enzima (RsaI)

que reconoce una secuencia que está

presente en el gen hGH-N, pero que no

existe en los otros miembros del cluster.

El corte enzimático dio lugar a la apari-

ción de dos bandas, (de 209 pb y 133

Figura 10. A. Células HL-60 en cultivo sin
tratamiento con inductores de diferenciación
celular. B. Células HL-60 en cultivo tratadas
con TPA, agente inductor de diferenciación
celular hacia la vía de monocito-macrófago,
tras el que se pueden   apreciar los cambios
morfológicos producidos.

pb) confirmando que el gen GH

expresado en células HL-60 es el hGH-

N, al igual que ocurre en la hipófisis

(Figura 9B).

Una vez demostrada la expresión

de GH en células HL-60, nuestro si-

guiente paso fue investigar la existencia

de cambios en dicha expresión en rela-

ción con el estado de prolifera-

ción/diferenciación de estas células.

Como ya señalamos anteriormente, las
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células HL-60 pueden diferenciarse

fácilmente con diferentes compuestos

entre los cuales elegimos el TPA y el

INF-γ. La principal diferencia entre

ambos es que mientras el TPA induce

diferenciación y cese de proliferación,

el INF-γ diferencia las células pero éstas

siguen proliferando activamente. La

eficacia del tratamiento con TPA pudo

demostrarse fácilmente por los cambios

morfológicos inducidos (Figura 10A y

10B), principalmente la aparición de

adherencia a las placas de cultivo y el

desarrollo de prolongaciones citoplas-

máticas largas y finas. En el caso del

INF-γ hubo que recurrir al estudio de

marcadores de superficie, concreta-

mente la disminución de la expresión de

CD13 y CD33 (van der Schoot et al.,

1987) (Figura 11A). En este último

caso, la existencia de proliferación ce-

lular a pesar de haber inducido la dife-

renciación se demostró a partir de los

datos obtenidos en el estudio del ciclo

celular a través del marcaje del ADN

celular con yoduro de propidio y poste-

rior análisis mediante citometría de

flujo (Figura 11B).

Además de inducir diferencia-

ción y cese de proliferación, la adición

de TPA al medio de cultivo determinó

una clara disminución tanto de los ni-

veles de ARNm de GH (determinados

mediante RT-PCR) (Figura 12A) como

de la inmunoreactividad GH determi-

nada por western blot (Figura 12B) e

inmunohistoquímica (Figura 12C, 12D

y 12E). Esta última técnica permite

observar que aquellas células que

presentaban un mayor grado de

diferenciación eran las que mostraban

una menor inmunoreactividad. Por el

contrario, no  se  encontró  disminución

Figura 11. Las células diferenciadas con INF-

γγ hacia monocito-macrofago, no cesan su

proliferación celular. A. Efecto del trata-

miento sobre la diferenciación celular demos-

trado mediante el estudio de los marcadores

de superficie CD13 y CD33. B. Estudio del

ciclo celular mediante citometría de flujo tras

el tratamiento con  el agente inductor.

de la  expresión  de  GH con ninguna de

las técnicas empleadas (Figura 12) en el

grupo tratado con INF-γ.   En   con-

junto, estos resultados demuestran  la
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expresión   de   GH   se correlaciona con

el status proliferativo de las células,

pero es independiente de su grado de

diferenciación. Resulta interesante re-

saltar que una asociación similar se ha

Figura 12. Efecto del tratamiento con TPA o
INF-γγ sobre la expresión de GH en células
HL-60: A. RT-PCR a partir de ARNm obte-
nido de células HL-60. Células control (calles
1 y 3); células tratadas con INF-γγ (calle 2);
células tratadas con TPA (calle 4). B. Wes-
tern blot  a partir de extractos celulares de
células HL-60. Las proteínas fueron inmuno-
precipitadas empleando un anticuerpo poli-
clonal específico (cedido por el Prof.
Tresguerres), tras lo cual fueron resueltas en
un gel SDS-PAGE al 15%, tranferidas a una
membrana de nitrocelulosa e incubadas en
presencia de un anticuerpo policlonal especí-
fico (1:1000). Células control (calle 1); células
tratadas con INF-γ γ (calle 2); células tratadas
con TPA (calle 3). C, D y E. Inmunohisto-
química  de células HL-60 tras diferentes
estados de diferenciación celular, en la que se
ha empleado para la detección un anticuerpo
anti-GH : C. Células control; D. Células tra-
tadas con INF-γ; Ε. γ; Ε. Células tratadas con
TPA. Es posible la detección de inmunorreac-
tividad GH en el citoplasma de las células
control y tratadas con INF-γγ (flechas blan-
cas). En el caso de las células tratadas con
TPA, sólo se visualiza el marcaje nuclear tras
la contratinción con verde de metilo (flechas
negras). El objetivo utilizado fue 60X. Todos
los datos presentados en esta figura son re-
presentativos de al menos tres experimentos
independientes.

visto en esta misma línea celular para

otras dos proteínas como son c-myc y

protimosina α (Smith et al., 1993) que

desempeñan un papel clave en el control

de la proliferación en múltiples   tipos

de  células (Marcu  et  al., 1992; Smith

et al, 1995). Por lo tanto, los  datos

obtenidos  hasta  el  momento sugieren

que la GH producida por las células

HL-60 puede intervenir en el control

de    su   proliferación,   actuando  como
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Figura 13. Localización ultraestructural de la inmunorreactividad GH en células HL-60: A.
Localización de GH asociada a procesos de membrana, sugestivos de secreción y/o internalización
de la hormona; B.  Localización nuclear de GH (flechas blancas), en la que se puede observar
inmunorreactividad GH en el interior de un poro nuclear (flecha negra).

un factor autocrino/paracrino. Sin

embargo, para poder demostrar plena-

mente esta posibilidad, es necesario

comprobar que i) la hormona es liberada

al medio y ii) que las células HL-60

presentan en su membrana receptores de

GH capaces de ser estimulados por la

hormona. El principal problema a la

hora de determinar la existencia de se-

creción de GH, es la baja concentración

a la  que  se  encontraría en el medio de

cultivo, lo que nos obligó a utilizar una

técnica altamente sensible: el fluoroin-

munoensayo. En condiciones basales,

los niveles de GH detectados en el

medio fueron muy bajos (0,024 µg/l)

muy próximos a la sensibilidad del

ensayo. Sin embargo, la despolarización

celular inducida por la adición de KCl

al medio de cultivo produjo un

importante incremento de los mismos

(0,095 µg/l), sugestivo de la existencia

de fenómenos de secreción. En ningún

caso, se detectó inmunorreactividad GH

en el medio de cultivo.

Estos resultados fueron confir-

mados mediante inmunohistoquímica

ultraestructural, en la que se pudo ob-

servar una importante asociación de GH

a la membrana celular, indicativo de la

existencia de procesos de exocitosis,

aunque no puede descartarse la existen-
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Figura 14. Efecto del tratamiento con TPA e INF-γ γ sobre la expresión del receptor GH:: A. RT-PCR
de ADNc obtenido a partir de células HL-60, células control (calles 1 y 3); células tratadas con INF-
γ γ (calle 2); células tratadas con TPA. B-D. Inmunohistoquímica de células HL-60 tras diferentes
estados de diferenciación celular, en la que se ha empleado para la detección un anticuerpo
monoclonal anti-GHR (Mab263 cedido amablemente por el Dr. Lobie):B. Células control; C.
Células tratadas con INF-γγ; D. Células tratadas con TPA. La inmunorreactividad GHR se localiza
a nivel citoplasmático y en la membrana celular (flechas blancas). El nivel de detección obtenido en
las células tratadas con TPA permite la visualización de los cambios morfológicos inducidos tras la
diferenciación celular (flechas negras). El objetivo utilizado fue 60X. Todos los datos presentados
en esta figura son representativos de al menos tres experimentos independientes.

cia de fenómenos de internalización de

la hormona (Figura 13A). En este sen-

tido es importante señalar la importante

inmunoreactividad GH localizada en el

núcleo celular, observándose    incluso

procesos   de transporte desde el

citoplasma al interior del núcleo a través

de los poros nucleares (véase detalle en

la Figura 13B). La existencia de inter-

nalización y posterior transporte al nú-

cleo de la GH ha sido ya descrito por

otros autores, aunque la importancia

fisiológica de estos procesos no se co-

noce todavía (Lobie et al., 1994a). Se ha

propuesto que podrían constituir una vía

alternativa de acción de la hormona que,

de esta forma, podría activar (o inhibir)

la transcripción de genes diana a través

de un mecanismo de acción directo.

Al  menos tan  importante  como
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 investigar la existencia de secreción de

GH es demostrar que las células HL-60

presentan GHR funcionales en su mem-

brana. Dada la gran similitud que existe

entre GHR y otros miembros de la su-

perfamilia de receptores hematopoyéti-

cos, existe la posibilidad de que los

efectos atribuibles a la GH se deban, en

realidad, a la estimulación de otros

miembros de la familia. De hecho, este

mecanismo de acción ha sido ya pro-

puesto con anterioridad (Estrov et al.,

1991).  Para demostrar la existencia de

GHR utilizamos nuevamente las técni-

cas de RT-PCR e inmunohistoquímica

(Figura 14). A diferencia de lo encon-

trado al analizar la expresión de GH, no

se observaron variaciones en la expre-

sión de GHR con ninguno de los trata-

mientos utilizados ni en los niveles de

ARNm (Figura 14A), ni en los de pro-

teína, lo que indica la existencia de ex-

presión de GHR independientemente

del grado de diferenciación o del estado

proliferativo de las células.

Como cabría esperar, la mayor

inmunorreactividad GHR se localizó en

la membrana celular. Sin embargo, re-

sulta también interesante destacar la

existencia de un claro marcaje en el

núcleo (Figura 14B, 14C y 14D). Aun-

que al igual que ocurría con la GH, el

papel del receptor en esta localización

no ha sido aclarado todavía, podría re-

presentar la existencia de un mecanismo

de acción en el núcleo. De hecho, se ha

descrito también la presencia de su tiro-

sina quinasa asociada (Jak-2) en esta

localización (Lobie et al., 1994a; Lobie

et al., 1994b; Lobie et al., 1996).

Figura 15. La GH induce la activación de la
tirosina-quinasa asociada al receptor de GH
(Jak-2) en células HL-60. Las células fueron
estimuladas con GH (Serono, España) (500
ng/ml) a los 0, 5, 15 ó 30 minutos, los extrac-
tos celulares obtenidos fueron inmunopreci-
pitados con el anticuerpo monoclonal anti-
GHR (Mab263) y analizados mediante wes-
tern blot tras resolver las proteínas en un gel
SDS-PAGE 7,5% e incubación con anticuer-
pos anti-fosfotirosina (PTyr) (1:1000)
(Upstate Biotechnology Inc., EE.UU.) ó anti-
Jak-2 (1:1000) (Sta. Cruz Biotechnology,
EE.UU.). Todos los datos presentados en esta
figura son representativos de al menos dos
experimentos independientes.

Para demostrar la funcionalidad del

receptor expresado, las células HL-60 se

trataron con GH y se analizó el nivel de

fosforilación de GHR y de Jak-2

mediante western blot. Como puede

observarse en la figura 15, tras inmuno-

precipitar el complejo GHR con anti-

cuerpos anti-GHR, pudo detectarse una
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proteína fosforilada cuyo peso molecu-

lar correspondía al de Jak-2. El grado de

fosforilación de esta proteína presentó

un claro incremento a los 5 minutos y

decayendo hasta los 30 minutos (Figura

15). En conjunto, estos datos relativos a

las posibles modificaciones en los ni-

veles de expresión del receptor, así

como a su funcionalidad nos permiten

conocer la vía mediante la cual la GH

juega su papel en estas células. La

funcionalidad del receptor nos permite

demostrar que la activación de las dife-

rentes vías de señalización son específi-

cas de la acción de GH, conclusión im-

posible de conseguir partiendo de datos

obtenidos a partir del análisis mediante

citometría de flujo realizado en otras

líneas celulares (Giesbert et al., 1997).
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II. Papel de la GH en la línea celular HL-60 y vías de

señalización implicadas

Aunque los resultados obtenidos

hasta el momento sugieren que la GH

puede participar en el control de la pro-

liferación de las células HL-60, para

comprobar este posible papel, se proce-

dió a bloquear sus acciones mediante la

adición de anticuerpos anti-GH  humana

al  medio  de  cultivo.  De   hecho,   esta

aproximación experimental había sido

realizada previamente, aunque en ese

caso, para el bloqueo de la acción de

GH administrada exógenamente (Estrov

et al., 1991). Como controles se utiliza-

ron células tratadas con GH recombi-

nante, suero preinmune de conejo ó

vehículo.

No se observaron diferencias tras

siete días de estudio entre el grupo con-

trol (tratados con vehículo) y los trata-

dos con GH (número de células al sép-

timo día 2705,7+161.8 y 2777,5+252.1

respectivamente). Sin embargo sí exis-

tieron diferencias significativas entre el

grupo al que le fueron añadidos anti-

cuerpos anti-GH y su respectivo control

(tratados con suero preinmune de co-

nejo) (número de células al séptimo día,

2201+82.3 y 2688.3+154.4 respectiva-

mente con una p<0.05 vs. los otros gru-

pos) (Figura 16A). Esta disminución en

el número de células comenzó a obser-

varse al quinto día de tratamiento,

siendo significativa a partir del sexto

día. Para descartar que la reducción en

el crecimiento celular observado en el

grupo tratado con anticuerpos anti-GH

fuese debido a cambios en los niveles

de expresión de la hormona inducidos

por la serodeprivación de las células,

estos fueron determinados mediante

western blot, no observándose modifi-

caciones aparentes en los mismos

(Figura 16B). Estos resultados son

acordes a los obtenidos en otros mode-

los celulares de expresión endógena de

la hormona en los que se ha demostrado

la ausencia de inducción de prolifera-

ción celular por parte de la GH, cuando
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ésta es administrada de forma exógena

(Baglia et al., 1992), lo que podría justi-

ficar la disparidad entre los diferentes

autores a la hora de considerar la acción

proliferativa  de  GH  en  neoplasias  de

carácter hematológico, ya que ésta de-

pendería de la presencia o no de la hor-

mona endógena, que sería suficiente

para mantener el crecimiento celular.

Existen datos en la literatura que apoyan

el papel de la GH en este tipo de pato-

logías (Rogers et al., 1977; Rappaport et

al., 1989; Zadik et al., 1993), en contra

de otros autores que afirman que tal

relación no existe (Fradkin et al., 1993;

Allen et al., 1997).

Tras la ausencia de modificaciones

significativas en el patrón de creci-

miento celular, cinco días después de

comenzado el tratamiento con anticuer-

pos anti-GH, nos planteamos la posibi-

lidad de que el patrón de proliferación

no se estuviese viendo afectado, y sí lo

estuviese la supervivencia celular. Para

evaluar esta hipótesis de trabajo, se rea-

lizó la detección de células apoptóticas

en ambos grupos, control y tratadas con

anticuerpos anti-GH, a los 7 días del

estudio. En estas condiciones se pudo

constatar de forma clara la fragmenta-

ción del ADN, indicativa de presencia

de apoptosis, en el grupo de células

tratadas con anticuerpos anti-GH (figura

Figura 16. Efecto de GH o de anticuerpos
policlonales anti-GH sobre el crecimiento
celular de células HL-60. Las células fueron
serodeprivadas y tratadas con GH (Serono,
España) (300 ng/ml), vehículo, anticuerpos
policlonales anti-GH (Sigma-Aldrich, Co.,
EE.UU.) (50 µµl, dilución final 1:100) o suero
preinmune (RPS) (igual dilución que la
empleada de anticuerpo): A. Número de
células a lo largo de 7 días de estudio. Cada
gráfico de barras muestra la media ±±SEM de
platos por triplicado en dos experimentos
independientes *=p<0,05 vs los otros grupos;
B.Contenido de GH tras 7 días de
serodeprivación evaluado mediante western
blot. Células control, no serodeprivadas (calle
1); Células serodeprivadas (calle2).

17A). Resultados similares al observado

se pudieron constatar tras el estudio de

ambos grupos mediante la técnica

TUNEL (Figura 17B).

Como es sabido la GH puede actuar en

parte a través de  un  incremento  en  la

síntesis y liberación de Insulin-like

Growth factor-I (IGF-I), cuyo papel

como factor de supervivencia celular es
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Figura 17.  Inducción de apoptosis de células HL-60 mediante el tratamiento con anticuerpos anti-
GH (Sigma-Aldrich Co., EE.UU.): A. Inducción de fragmentación de ADN tras 7 días de trata-
miento con anticuerpos anti-GH, indicativo de presencia de apoptosis celular, en comparación a la
detectada en el grupo control (RPS) debida a la serodeprivación; B. Ensayo TUNEL, las flechas
incican las células apoptóticas. Contratinción del citoesqueleto con Phalloidin-TRICT. Objetivo
40X.

suficientemente conocido (Raff et al.,

1996). A su vez, se conoce la existencia

tanto de expresión del propio factor

como de su receptor en esta línea celu-

lar, con lo que a partir de nuestros re-

sultados no podemos descartar que el

papel de GH sobre la supervivencia

celular observado, pueda ser  mediado

de forma indirecta a través de IGF-I.

Para investigar esta posibilidad estu-

diamos la activación por GH de vías de

señalización implicadas en superviven-

cia celular. Para ello realizamos trata-

mientos a corto plazo con GH e in-

vestigamos el grado de actividad de

Akt. La adición de GH al medio de cul-
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Figura 18. GH estimula la fosforilación de
Akt in vitro. Células HL-60 fueron
serodeprivadas durante 16 h., y tratadas
posteriormente con 1µµl//ml de GH (Serono,
España) durante 10 min. Las células fueron
lisadas de acuerdo a lo especificado en el
apartado Materiales y Médodos e
inmunoprecipitados con anticuerpos anti-Akt
(New England Biolabs, EE.UU.). Los
precipitados protéicos así obtenidos fueron
utilizados para la realización de un ensayo
quinasa. Para el control de carga se realizó la
detección de inmunorreactividad Akt
mediante western blot.

tivo indujo un rápido incremento (10

min.) en los niveles de actividad qui-

nasa de Akt, evaluada ésta como el

grado de fosforilación in vitro del subs-

trato histona H2B y su nivel de autofos-

forilación (Figura 18). Esta rápida acti-

vación de Akt nos demuestra una acción

directa de la hormona sobre vías de su-

pervivencia celular, común a otros

miembros de la familia de citoquinas

(Ahmed et al., 1997; Songyang et al.,

1997).
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III. Vías de señalización inductoras de supervivencia celular

mediadas por GH

Aunque las células HL-60 mani-

fiestan una serie de características que

nos permitieron llevar a cabo los estu-

dios anteriores, presentan también una

serie de limitaciones, la principal de las

cuales es que se trata de células difíciles

de transfectar. Debido a este motivo,

para poder analizar con más detalle las

vías de señalización implicadas en las

acciones antiapoptóticas de la GH utili-

zamos células CHO (Chinese Hamster

Ovary) transfectadas con el receptor de

GH (wt GHR) o con una forma truncada

(∆454GHR), en la que han sido elimi-

nados todos los aminoácidos a partir de

la posición 454. Esta modificación im-

pide la acción de SHP-1, lo que origina

una fosforilación sostenida de Jak-2 y

en consecuencia de las proteínas fosfo-

riladas por ella, como IRS-1 (Argetsin-

ger et al., 1995; Sotiropoulus et al.,

1996). La consecuencia de todo esto es

una activación mantenida de las vías de

señalización del GHR y, en definitiva,

una mayor facilidad de estudio.Uno de

los principales estímulos para la induc-

ción de apoptosis en cultivo es la sero-

deprivación, por lo que comenzamos

por analizar el efecto de 32 horas de

serodeprivación sobre la supervivencia

celular. De acuerdo con los datos exis-

tentes en la literatura (Barres et al.,

1993) la serodeprivación indujo una

rápida aparición de fenómenos de

apoptosis en las células transfectadas

con wtGHR, ya evidente a las 8 horas y

siendo máxima a las 32 h (Figura 19A)

mientras que el tratamiento con hGH

disminuyó el grado de apoptosis, aun-

que sólo parcialmente. La presencia de

cierto grado de apoptosis en el grupo de

células wt-GHR tratadas podría ser atri-

buible    a    la    dependencia   de   la

supervivencia celular de múltiples fac-

tores, no pudiendo ser revertida la

muerte celular sólo con el tratamiento

con GH (Barres et al., 1993; Meyer-

Franke et al., 1995).

Sin embargo, los efectos más

evidentes se encontraron en los clones

que habían sido transfectados con la

forma truncada del receptor. En este

caso, el número de células apoptóticas

estaba claramente disminuído, incluso
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tras 32 horas de serodeprivación (Figura

19B). También a diferencia de lo en-

contrado en los clones  transfectados

con la  forma  completa del receptor,  en

este caso  la  administración de  GH

exógena produjo un efecto  escasamente

relevante. Este último hallazgo resulta

especialmente interesante, ya que es

similar al que ya habíamos encontrado

en las células HL-60. Como ya señala-

mos anteriormente, en estas células la

administración de GH apenas incre-

menta la supervivencia celular porque

debido a la existencia de síntesis exó-

gena de la hormona, el eje se encuentra

ya óptimamente activado. En el caso de

las clon ∆454GHR, no existe síntesis

endógena de GH, pero la activación

sostenida de las vías antiapoptóticas que

se observa a las 32 horas de serodepri-

vación, determina también una activa-

ción óptima del eje. Una vez confir-

mado el efecto de GH en este modelo

celular, similar al obtenido en la línea

celular HL-60, aprovechamos las posi-

bilidades que estos clones celulares nos

ofrecían, para el estudio más profundo

de la vía antiapoptótica que la GH es-

taba activando a través de su receptor.

Para ello, y ya que PI3-K es una de las

quinasas activadas  a través del receptor

de GH (Ridderstrale et al. 1995), y a su

Figura 19. Inducción de apoptosis o
supervivencia celular en ambos clones de
células CHO (wt GHR y ∆∆454GHR): A. La
serodeprivación del clon wtGHR induce
fragmentación de su ADN, ésta comienza a
las 8 horas de serodeprivación; B. El
tratamiento con GH (1µµg/ml al tiempo 0)
(Serono, España) inhibe parcialmente la
muerte celular en el clon wtGHR tras 32 h.
de serodeprivación, mientras que en el clon
∆∆454GHR apenas existe fragmentación de
ADN. C. Fotomicrofotografías realizadas con
modulación de contraste de Hofman tras 32
h. de serodeprivación tanto en células
tratadas con hGH como con vehículo
(control). Las flechas indican los cambios
morfológicos producidos en las células
apoptóticas.

vez, la principal quinasa implicada en la

fosforilación de Akt, quisimos demos-

trar si GH podría activar la fosforilación

de Akt y si ésta, en este caso, también

era dependiente de la activación de PI3-

K. Para ello utilizamos anticuerpos mo-
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Figura 20. Activación de vías antiapoptóticas mediadas por GHR en células CHO: A. Previamente
a la estimulación, las células fueron cultivadas 48 h. en 1% de suero fetal bovino, tras lo que fueron
serodeprivadas 2 h. Para la determinación de la inmunorreactividad Akt (1:1000) y de Akt
fosforilado en la Ser473 (1:1000) se emplearon anticuerpos específicos (New England Biolabs,
EE.UU.); B. La fosforilación de Akt inducida por el tratamiento con GH (Serono, España) fue
bloqueado con la exposición de los cultivos a wortmannin y LY294002 (Sigma-Aldrich Co. EE.UU.),
demostrándose así la implicación en la vía activada de PI3-K; C. El contenido celular de Bcl-2 fue
determinado mediante western blot empleando para ello el anticuerpo policlonal anti-Bcl-2
específico (Sta. Cruz Biootechnology, EE.UU.) (1:1000). No se observaron cambios tras la
estimulación con hGH.

noclonales capaces de distinguir entre

formas no fosforiladas de Akt, y aque-

llas fosforiladas en el residuo Ser473 (y

por tanto activadas). En ambos clones,

la administración de GH produjo un

rápido incremento de la fosforilación de

Akt,  con un máximo a los 15 minutos

(Figura 20A). Para demostrar que esta

estimulación es dependiente de PI3-K,

repetimos el experimento en presencia

de dos inhibidores de esta vía: wortma-

nnin y LY290042 (Figura 20B), cuyo

mecanismo de acción se basa en el blo-

queo de la actividad catalítica de PI3-K.

Aunque, como ya señalamos en

la introducción, los mecanismos down-

tream a la activación de Akt no se co-

nocen en detalle, se ha visto reciente-
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mente que una vez activada, Akt induce

la fosforilación de Bad, miembro de la

familia Bcl-2 implicado en la inducción

de apoptosis, por lo que Akt inactivaría

la función de éste, explicando así el

mecanismo de inhibición de apoptosis

mediado por esta serina-treonina qui-

nasa (Datta et al., 1997).

Sin embargo, existe también la

posibilidad de que otras vías antiapop-

tóticas independientes de Bad puedan

ser activadas por Akt. De estas, la más

importante por el momento es la vía

dependiente de Bcl-2. Algunos autores

han descrito que Akt es capaz de esti-

mular la transcripción del gen que codi-

fica Bcl-2, aunque este no ha sido un

hallazgo universal. Para analizar esta

posibilidad, estudiamos el efecto de la

administración de GH sobre los niveles

de Bcl-2 en células CHO. En ninguno

de los dos clones se produjeron cam-

bios. Estos resultados están de acuerdo

a otros previamente publicados

(Kennedy et al., 1997), en los que se ha

demostrado la activación exclusiva-

mente de la vía de Akt, independiente-

mente de Bcl-2.
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DISCUSIÓN

La regulación del crecimiento corporal depende de la interacción de múltiples

hormonas y factores de crecimiento, entre los cuales, la GH desempeña el principal pa-

pel, al menos durante el período de vida postnatal. La GH es el principal regulador del

crecimiento longitudinal desde el nacimiento hasta el final de la pubertad, y en ausencia

de la hormona, la velocidad de crecimiento se ve reducida de forma drástica. Un efecto

similar se produce ante cualquier alteración de su bioactividad o en su receptor (Laron

et al., 1966), como demuestran los resultados obtenidos en ratones knockout del receptor

de GH (Zhou et al., 1997). Por el contrario, un exceso de secreción de GH durante el

período de crecimiento determinará un incremento de la talla corporal, fácilmente ob-

servable tanto en humanos como en ratones transgénicos (Palmiter et al., 1983;

Daughaday et al., 1992).

La GH ejerce sus acciones en parte de forma indirecta, induciendo un incre-

mento de la síntesis y liberación de IGF-I. IGF-I es producida principalmente en el hí-

gado (aunque también en otros tejidos), y es un potente estimulador del crecimiento en

múltiples tipos celulares (Raff , 1996).

El hecho de que a lo largo los últimos años se haya descrito la existencia de ex-

presión de GH en diversas localizaciones extrahipofisarias, tanto en situaciones fisioló-

gicas como patológicas de carácter neoplásico (Weigent et al., 1988; Baglia et al., 1992;

Lytras et al., 1993; Mol et al., 1995a; Mol et al., 1995b) sugiere que, junto con su papel

de regulador sistémico del crecimiento la GH ejercería un control local de este proceso

en determinados tejidos. El control sistémico es necesario para la coordinación del cre-

cimiento de los diferentes órganos a lo largo del desarrollo, no obstante la mayoría de

los procesos de crecimiento que se producen en el individuo son dependientes del con-

trol local mediado por señales de origen autocrino-paracrino. Hasta el momento, los

datos existentes en la literatura relativos al papel que la hormona pudiese jugar a este

nivel eran escasos, y sólo era posible extraer de los mismos conclusiones relativas a la

posible asociación de la presencia de GH y el aumento de la celularidad en los modelos

estudiados (Baglia et al., 1992; Lytras et al., 1993; Mol et al., 1995a; Mol et al., 1995b).

Como ocurre en la regulación del crecimiento corporal, el tamaño de cada ór-

gano o cada tejido vendrá determinado por el balance entre división  y muerte celular
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(Raff, 1996). Por tanto, cualquier factor que promueva el crecimiento de un tejido puede

actuar de dos maneras: incrementando la tasa de división celular o aumentando la su-

pervivencia de las células existentes  (o a través de una combinación de ambas). En el

caso de la hormona de crecimiento, y contra lo que cabría esperar, nuestros datos indi-

can que su efecto está mediado por un incremento de la supervivencia celular, si bien

los resultados de este estudio no permiten descartar que la hormona pueda ejercer tam-

bién un efecto mitogénico.

De acuerdo con este planteamiento, el efecto de la GH sería común al de la ma-

yoría de citoquinas, cuyos receptores, como ya se indicó, pertenecen a la misma familia

del GHR. En esta familia de receptores, el papel principal de las señales antiapoptóticas

es desempeñado por PI3-K, una proteína-quinasa que induce la fosforilación de inosi-

toles de membrana, cuyo efecto final será la activación de Akt. Akt es, a su vez, uno de

los principales reguladores de las vías encargadas de mantener la supervivencia celular

(Marte y Downward, 1997).

En base a todo lo expuesto, nuestros resultados sugieren la existencia de un

nuevo mecanismo de acción para la GH, ejercido al menos a nivel local. La principal

conclusión de este planteamiento es que la GH hipofisaria ejercería una acción similar,

de forma que su capacidad de potenciar el crecimiento corporal puede deberse, al menos

en parte, a su capacidad de incrementar la supervivencia celular. Este mecanismo de

acción encaja plenamente en los modelos actuales de regulación del crecimiento corpo-

ral, en los que el tamaño corporal depende casi exclusivamente del número de células de

cada individuo, determinado a su vez por el balance entre muerte y supervivencia.

No podemos descartar, al menos de momento que también a nivel sistémico la

GH ejerza un efecto mitogénico, directo o secundario a la inducción de liberación de

IGF-I. De hecho, IGF-I otro importante regulador del crecimiento capaz de actuar tanto

de forma sistémica como local, ejerce sus acciones por un doble mecanismo ya que es

capaz de estimular la proliferación de determinados tipos celulares como determinar un

incremento de la supervivencia en otros.

En resumen, el conocimiento de las vías que GH activa, relacionadas con el

efecto de bloqueo de vías apoptóticas, a través de la activación de Akt dependiente de

PI3-K (Figura 21), hacen pensar que la hormona lleva a cabo un efecto directo positivo

sobre la  supervivencia celular, lo que sería una nueva acción, hasta ahora no descrita

dentro de este puzzle genético, molecular y metabólico que es lo que conocemos como

hormona de crecimiento.
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Figura 21. Modelo de la vía de señalización mediada a través de GHR que induce la supervivencia
celular. A. En el clon de células CHO (wtGHR), GH induce la dimerización del receptor  y la
posterior activación de forma secuencial de Jak-2, IRS-1 y PI3-K/Akt. Este proceso es regulado de
forma negativa por PTP SHP-1; B. En el clon ∆∆454GHR la ausencia de la cola C-terminal del
receptor, permite una activación mantenida de Jak-2 y por tanto un incremento de la señalización
mediada por GHR, probablemente debido a la imposibilidad de activación de la fosfatasa SHP-1.
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Somatic growth regulation depends on the interaction of multiple hormones and

growth factors. Among these, GH plays the main role in control of longitudinal growth

from birth to the end of puberty. When the hormone levels are low, the growth rate is

drastically reduced. A similar effect is observed when there is a defect in its receptor

(Laron et al., 1966), as it has been shown in knockout mice of the GH receptor (Zhou et

al., 1997). In contrast, an excess of GH secretion will determinate an increase of height

both in both humans and  transgenic mice (Palmiter et al., 1983; Daughaday et al.,

1992).

GH exerts its actions partially indirectly, by inducing an increase of IGF-I

synthesis and release. IGF-I is mainly produced in the liver (although it is synthesized in

other tissues too), and is a potent stimulator of growth in multiples cellular types (Raff,

1996).

Recently it has been described GH expression in different extra-pituitary tissues,

in both physiological and pathological situations  (in special neoplasms) (Weigent et al.,

1988; Baglia et al., 1992; Lytras et al., 1993;Mol et al., 1995a; Mol et al., 1995b). This

like us suggests that, GH besides its role in the systemic growth control, also exerts a

local regulation of the cell growth process in different tissues. The systemic control is

needed in order to coordinate the growth of different organs. Nevertheless the majority

of cell growth process produced depends on autocrine-paracrine signals. Until now the

possible role of GH on the local control of cell growth is poorly understood (Baglia et

al., 1992; Lytras et al., 1993; Mol et al., 1995a; Mol et al., 1995b).

As it occurs in the regulation of body growth, the size of each organ or tissue

will be fixed by the balance between cellular division and  cell death (Raff, 1996).

Therefore, any factor that promotes tissue growth can act in two ways: by increasing the

cellular division rate or by increasing the survival (or through a combination of both

mechanisms). Our results indicate that unexpectedly growth hormone effect is mediated

by an increase of the cellular survival, but it is not possible to rule out a mitogenic effect

too.

GHR belongs to the cytokine receptor family. In this family of receptors, the

main antiapoptotic signals are PI3-K-dependent. This protein kinase induce the
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phosphorylation of membrane inositols, activating finally Akt finally. Akt is one of the

main regulators survival pathways (Marte and Downward, 1997). Our data show that

the effect of GH on cellular growth is common to the majority of cytokines.

Figure 21. Model of GHR signalling on survival pathways. A) In CHO cells bearing the wild type
form of GHR, GH-induced receptor dimerization promotes the sequential activation of Jak-2, IRS-
1 and PI3-K/Akt. This process is negatively modulated by the PTP SHP-1. B) Absence C-terminal
tail in ∆∆454GHR results in persistent Jak-2 activation and, therefore, in increasing GHR signalling.
We propose that this effect is secondary to loss of SHP-1 action.

Therefore, our results suggest the existence of a new local mechanism of action of GH.

The main conclusion of this propose is that pituitary GH exerts a similar action, acting

on body growth through an increase cellular survival. This mechanism of action is

accord with recent somatic growth regulation models, this growth depends of the

number of cells in each subject, conditioned through the balance between cell death and

survival.
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Nevertheless we cannot rule out, for the moment that GH play a systemic mito-

genic effect, directly or secondary to the release induction of IGF-I. In fact, IGF-I, an-

other important growth regulator be able to act both systemic  and  local  level,  exerts

its actions through a double mechanism: stimulating the proliferation of different kind

of cells and increasing the survival of others.

In summary, the blockade of apoptotic pathways by GH through the PI3-K-

dependent Akt activation (Figure 21), suggests that the hormone carries out a direct

positive effect on the cellular survival, a new action, not described until now into this

genetic, molecular and metabolic puzzle knowing as growth hormone.
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CONCLUSIONES

1. La hormona de crecimiento actúa como un factor autocrino-paracrino en

el crecimiento de la línea celular HL-60.

2. Sus acciones son dependientes de un incremento de la supervivencia

celular mediada a través de las vías antiapoptóticas dependientes de Akt.

3. Aunque no descartamos un efecto de la GH sobre la proliferación

celular, nuestros resultados sugieren que la hormona de crecimiento

actúa como un factor de supervinecia  celular.
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CONCLUSIONS

1. Growth hormone acts as an autocrine-paracrine factor in the growth  of

the HL-60 cell line.

2. GH actions are dependent of an increase of the cellular survival through

Akt dependent antiapoptotic pathways.

3. Although we do not discard an effect of GH on cellular proliferation,

our results suggest that the growth hormone acts as a cellular survival

factor.   
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El crecimiento es un complejo proceso que refleja principalmente el
incremento en el número de células de un organismo, y que depende 
del balance entre proliferación y muerte celular. Uno de los principales 
factores implicado en el control del crecimiento es la hormona de 
crecimiento (GH), producida principalmente por las células 
somatotropas de la adenohipófisis, aunque se ha descrito también la 
existencia de síntesis de GH fuera de la hipófisis. En el presente 
estudio, analizamos el papel de esta GH extrahipofisaria, en el control 
del crecimiento celular en células HL-60 (leucemia mieloblástica aguda 
con diferenciación). Nuestros resultados muestran que las células 
HL-60 expresan y liberan GH, presentando a su vez receptores activos 
en su membrana celular.
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