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USF-1.-del inglés upstream transcription factor.

UV.- Ultravioleta.

V.- Volts.

% .- Porciento.
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EXPRESION DEL LOCUS GH EN EL OJO DE PRIMATES SUPERIORES

Introduccién: La GH es una hormona que regula el crecimiento y el metabolismo en
vertebrados. En humanos el locus de la hormona de crecimiento (GH) se encuentra en el
cromosoma 17, y esta conformado por cinco genes: dos de tipo GH (GH-1 y GH-2) y tres
de tipo hormona somatomamotropina corénica (CSH-L, CSH-1 y CSH-2).

El gen GH-1 se expresa principalmente en las células somatotrofas de la pituitaria
anterior, mientras que el resto de los genes del locus se expresan en el sincitiotrofoblasto
de la placenta. Recientemente se ha reportado la expresién de GH en numerosos tejidos
extrapituitarios, siendo uno de ellos el ojo, lo que apunta a un rol mas complejo de la
hormona y a posibles nuevas funciones. Por lo que comprender la biologia molecular de
esta hormona en el ojo ayudara a dilucidar su funcion.

Objetivo: Investigar la biologia molecular del locus de la GH en el ojo humano y del
babuino (Papio hamadryas).

Materiales: Se recolectaron muestras de tejidos oculares humanos (152 tejidos frescos y
209 tejidos embebidos en parafina) de pacientes que por indicacién médica y/o
traumatismos se les retiré el tejido, con su respectiva firma de carta de consentimiento
informado. También se recolectaron muestras de tejidos oculares de babuinos (6 ojos
completos para extraccién de ARN y de proteinas; y 3 ojos completos embebidos en
parafina).

Metodologia: Los tejidos oculares, tanto de babuinos como de humanos que se
almacenaron en RNA later®, se utilizaron para ensayos de tiempo real. Los tejidos
almacenados en parafina se usaron para los ensayos de inmunofluorescencia, en donde
se analizaron los siguientes genes y proteinas respectivamente: GH-1, GH-2, CSH-1,
CSH-2, GHR, Pit-1, SST, SSTR-1, SSTR-2, SSTR-3, SSTR-4, SSTR-5, GHRH y GHRHR.
También se realizaron ensayos de protedmica para analizar en muestras de vitreo de
babuino las distintas isoformas o cambios postraduccionales de la GH.

Resultados y Discusioén: Del locus GH solo se detect6 la expresion del gen GH-1, tanto
en muestras oculares de humanos como de babuinos. La falta de expresién ocular del
resto de los genes del locus en primates es un hallazgo inédito. Este resultado no es una
sorpresa, ya que se ha reportado que la mayoria de los tejidos extrapituitarios sélo
expresan el gen GH-1. El ARNm del gen GH-1 en el humano no s6lo se encontré en
retina, como previamente ya se habia reportado, sino también se encontré en coroides y
trabéculo. En el babuino se encontré en retina-coroides. Por medio de ensayos de
inmunofluorescencia la GH-1, se encontré en células ganglionares de retina y en las
demas estirpes celulares de este tejido tanto en humanos como en babuinos. Estos
hallazgos apuntan a que la GH pudiera tener otras funciones ademas de la funcion
neuroprotectora propuesta para las células RGC. Tanto el ARNm como la proteina de
GHR se encontraron en coérnea, coroides y retina de humanos y babuinos. Un
descubrimiento importante es la identificacion de GHR en las células basales del epitelio
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corneal. Por lo que nosotros proponemos que probablemente la GH participe como un
factor de proliferacion celular en cornea. Al encontrarse co-expresion de GHR y de GH-1
se postula accidn autocrina, y al encontrarse en ciertos tejidos oculares s6lo la expresion
de GHR también se postula accion paracrina.

Ninguno de los tejidos oculares expresdé Pit-1, por lo que la regulacién de la expresion de
la GH ocular es independiente de Pit-1.

Tanto el ARNm vy las proteinas de SST, sus receptores (SSTR1-SSTR5), GHRH y su
receptor GHRHR, se localizaron principalmente en retina y coroides de humanos y
babuinos. En base a lo anterior se propone que estos dos neurotransmisores podrian
estar involucrados en la regulacion de la GH ocular en primates.

Por medio de ensayos de proteémica LC/FT-MS/MS en muestras de vitreos de babuinos
se encontro solo la presencia de la GH-1 de 22 kD. Por lo que se descarta en este primate
la presencia de isoformas y/o otros miembros del locus GH.

Conclusion: De los cinco genes que componen el locus de la GH humana, solo se
detectd la expresién de GH-1 en los distintos tejidos oculares. La GH no sélo se encontré
en retina en células ganglionares sino también en las demas estirpes celulares de este
tejido, tanto en humanos como en babuinos. Lo anterior apunta a que la GH puede tener
otras funciones ademas de la funcidon neuroprotectora en células ganglionares. En
primates, la GH probablemente actia de manera autocrina y paracrina, al estar presente
su receptor en varios de los tejidos de este érgano. La expresion del gen de la GH-1 en el
ojo parece ser independiente del factor transcripcional hipofisiario Pit-1. De entre los
posibles candidatos a regularle estan los neurotransmisores GHRH y SST. Aunque aun
falta mucho por entender sobre el papel de la GH en el ojo, dados los hallazgos, se
postula para ésta una funcidon neuroprotectora en retina, mientras que en el caso de
cérnea posiblemente se trate de regeneracion celular.
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1. INTRODUCCION

1.1 Estructura del locus GH humano.

El locus de la hormona de crecimiento en humanos (GH, del inglés growth hormone)
se encuentra en el cromosoma 17 en la banda q22.4". Abarca aproximadamente 50 mil
pares de bases (kpb) y esta constituido por cinco unidades transcripcionales: dos de tipo
GH (GH-N de normal y GH-V de variante) y tres de tipo hormona somatomamotropina
coriénica (CSH-L, CSH-1 y CSH-2)?. Por su extremo 5', el locus inicia con el gen GH-N
cuya expresion es especifica de los somatotrofos de la glandula pituitaria anterior. Los
restantes cuatro genes se expresan en el sincitiotrofoblasto de la placenta. CSH-1 y CSH-
2 codifican para una hormona madura idéntica® * y CSH-L es considerado un pseudogén
(debido a la mutacién puntual G>A que posee al inicio de su segundo intron y que
interfiere con la remocién del mismo) y GH-V codifica para una hormona similar a la GH
hipofisaria, que se cree reemplaza durante el embarazo®. El locus se encuentra
flanqueado en su extremo 5’ por el gen CD79b, especifico de linfocitos B®, mientras que
en su extremo 3’ lo hace por el gen TCAM, expresado en testiculo’. Las unidades
transcripcionales de los genes del locus no ocupan mas de 2 kpb cada una y estan
separadas por cuatro regiones intergénicas: dos de 13 kpb, una de 6.5 kpb y una de 6
kpb® (Figura 1).

CSH-L
Gen Is
0 6 5 Kb- 13 Kb 13 Kb
Tejido
% de —_— 3 0.01 1 < 0.001
ode (3] [eor] [3] | )

total l
loformas 22 kDa ? 22 kDa 20kDa 25kDa 22kDa
proteicas 20 kDa 22kDa 26 kDa

17.5 kDa 24 kDa

24 kDa

Figura 1: El locus GH humano. Se muestra la estructura del locus, los tejidos donde se expresa, los niveles
de ARNm vy las |soformas proteicas emanadas de los genes miembros de la familia multigénica GH (Pérez-
Ibave et al, 2014° ). Entre paréntesis se precisa la longitud de las regiones intergénicas.
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1.2 Estructura del gen GH-N humano.

El gen GH-N 6 GH-1 en el humano tiene 1.65 Kpb de longitud, como el resto de los
genes del locus. En vertebrados superiores, este gen esta conformado por cinco exones
(1-5) y cuatro intrones (A-D), siendo la longitud de los exones de 65 pb para el primero,
160 pb para el segundo, 120 pb para el tercero, 160 pb para el cuarto y 300 pb para el
quinto. Por su parte, los intrones cuentan con longitudes aproximadas de 260 pb para el
intron A, 240 pb para el intrén B, 90 pb para el intrén C y 250 pb para el intron D (Figura
2). Los bordes 5y 3" de los intrones estan conservados de acuerdo a la regla de

Chambon (AG...GT). Ademas, el primer exén incluye 55 pb de regién 5 no traducible™.

GH-N CSH-L CSH-1 GH-V CSH-2
/L
/1
0 Kb 48kb
ATG UAG
1 4! A 2 B 3 c 4 D 5 *
sum || 260 bp — 3'UTR
65 bp 160 bp 240 bp 1200p  %0bp o 250 bp 300 bp

Figura 2: EIl gen de la GH en humanos. Se muestra la estructura del gen GH-1 6 GH-N. El cual esta
compuesto por: dos regiones UTR 5’ y 3’ no traducibles, cinco exones, los cuales se muestran con numeros y
cuatro intrones, los cuales se muestran con letras.

1.3 Isoformas de los genes GH-N y GH-V en el humano.

El ARNm del gen GH-N de tamafio completo, conformado por el splicing de los cinco
exones, se traduce en una proteina de 22 kDa (191 residuos aminoacidos o aa). Un
splicing alternativo da como resultado varias isoformas de la GH. Una delecion de 45 pb
del extremo 5’ del exén 3 presente en el ARNm en pituitaria, da como resultado una
proteina de 20 kDa (176 aa), la cual carece de los residuos aminoacidicos (aa) 32 al 46"
y representa el 10% de la GH total de la pituitaria®. Otra isoforma que ha sido descrita
para la GH-1 en la gldndula pituitaria es la de 17.5 kDa, la cual carece de 40 aa (32-71)
codificados por el exdén 3, pero ésta sblo se presenta bajo condiciones patoldgicas,

cuando el gen GH-1 esta mutado (deficiencia genética de GH tipo 11)'" (Figura 3).
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Figura 3: Isoformas por splicing alternativo del transcrito primario del gen GH-N (GH-1). Se muestran las
estructuras de los ARNms (exones en colores) que codifican para las proteinas GH-1 de 22 kDa, 20 kDa y
17 kDa.

Las modificaciones pos-traduccionales de la GH de 22 kDa constan de una
acetilacién y dos desaminaciones en las posiciones Asp137 y Glu152"2.

En la placenta humana se han descrito dos isoformas de la GH-V: una de 191 aay
otra de 230 aa. Esta ultima es producto de la traduccién de una variante del ARNm del
gen GH-V que retiene el intron D. Su traduccién origina un polipéptido con un peso
molecular de 26 kDa, cuya principal diferencia, con respecto a la GH-V de 22 kDa, reside
en la regidon carboxilo terminal. Se presume que la GH-V2 es una proteina de
membrana'®. Otra isoforma que se ha detectado en placenta posee la misma secuencia
aminoacidica o estructura primaria de la isoforma de 22 kDa y una glicosilacion en la
asparagina 140, que resulta en una isoforma de 25 kDa.

En testiculo y placenta se ha encontrado otra isoforma: la GH-VA4 o GH-V3. Esta
resulta de un transcrito que carece de 4 pb (GTGG) en el extremo 5’ del intron D, lo que
da como resultado un segundo sitio donador del splicing, localizado hacia el interior de
este intrén. EI ARNm resultante origina una proteina de 24 kDa (210 aa)'*"°. Otro de los
transcritos encontrados en placenta posee la delecion de 45 pb en el extremo del exén 3,
que experimenta el transcrito primario del gen GH-N, lo cual rinde para una isoforma de
20 kDa" (Figura 4).



Expresion del locus GH en el ojo de primates superiores M.C. Diana Cristina Pérez Ibave

1 2 3 4 5
@ 22 1Ds
45 bp

1 2 4 5 \
I:_ 20 kDa
1 '
2 4 D 5
I — 26 kDa

GTGG bp

1 2 4 D ) )
I ‘ 24 kDa

Figura 4: Isoformas por splicing alternativo del transcrito primario del gen GH-V (GH-2). Se muestran las
estructuras de los ARNms que codifican para las proteinas GH-2 de 22 kDa, 20 kDa, 26 kDa y 24 kDa.

1.4 Regulacion de la expresién de los genes del locus GH en el humano.

La regulacion de la expresion del locus GH esta dada por multiples mecanismos
complejos que participan en conjunto. A saber: descondensacién de la cromatina, accion
de factores de transcripcion, influencia neuroendocrina hipotaldmica y represién

especifica de tejido, entre otros™.

1.4.1 Descondensacion de la cromatina

La region control de locus [del inglés: locus control region (LCR)] es una region de
DNA remota que controla la expresion del locus GH y que se caracteriza por tener
multiples sitios sensibles a la DNasa | (HS, hipersensitive sites). Estos son indicativos de
cambios en el grado de compactacion de la cromatina que propician la expresién génica.
Se han detectado cinco regiones con sitios hipersensibles localizadas de 14 a 32 kb rio
arriba del gen GH-N. Las regiones HS | y HS |l son especificas de pituitaria y estan a 14.6
kb rio arriba del gen GH-N (flanqueando al gen CD79b). Las regiones HS Ill, IV y V se
localizan de 28 a 32 kb rio arriba del gen GH-N (traslapandose en el gen SCN4A, un canal
de sodio especifico del musculo esquelético), de los cuales la region HS IV es exclusiva

de regulacion de placenta; mientras que las regiones HS Ill y V se observan tanto en
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pituitaria, como en placenta. La regién HS I-1l contiene tres sitios de unién para el factor

transcipcional Pit-1, el cual actiia como un activador del gen GH-N".

Otra de las regiones a las que se une Pit-1 es la region del promotor adyacente al
gen GH-N, en la cual existen dos sitios de unién: uno referido como proximal (-92 a -65 nt)

y el otro como distal (-130 a -105 nt)"® (Figura 5).

Se ha demostrado que hiperacetilaciones en las histonas H3 y H4 de las regiones
HSI-Il y del promotor, modifican la cromatina permitiendo el acceso a Pit-1. Ensayos de
transfecciéon han demostrado que la region promotora no es suficiente para la expresion
eficiente del gen GH-N, sino que también se requieren las regiones HSI-Il. Estudios
adicionales han demostrado que la distribucion de la ARN polimerasa Il, coincide con la
trimetilacion de la histona H3 en su cuarta lisina, asi como también con otras
modificaciones covalentes asociadas con una cromatina activa, sugiriendo que el acceso
y actividad del promotor del gen GH-N dependen de diversos mecanismos
independientes, tales como la hiperacetilacion en HSI/II, la unién de Pit-1, la atraccion de
secuencias TATA en el reclutamiento de la ARN polimerasa Il y la trimetilacion de

histonas, lo que permite un eficiente uso del promotor™.

1.4.2 Regulacién tejido especifica

A 2 kpb rio arriba de los genes de expresion placentaria del locus se encuentra
una copia de un elemento referido como P, el cual corresponde a una region altamente
conservada de 263 pb', a la cual se unen en la hipéfisis ciertos factores de transcripcion o
proteinas, mismas que luego interfieren con la unién de Pit-1 a los promotores de dichos
genes (CHS-A, CSH-B y GH-V), impidiendo su expresién en esta glandula' . El
elemento P contiene dos dominios: PSE-A y PSE-B. El primero interacciona con factores
de transcripcion miembros de la familia del factor regulador X (RFX), mientras que el

segundo lo hace con el factor Nuclear-1 (NF-1)'6 171819,
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Figura 5: Regulacién de expresién de los genes del locus GH humano. Esquema del locus GH y de los
genes flanqueantes. En un circulo rosado se muestran los elementos P localizados antes de los genes
placentarios y en un circulo verde el enhancer (E o potenciador) después de los genes CSH. En numeros
romanos se representan los sitios hipersensibles a DNasas'’.

1.4.3 Regulacién transcripcional

La region promotora del gen GH-N contiene una caja TATA vy sitios de union rio
arriba que sirven de union para factores de transcripcion®. Pit-1 se une a la region del
promotor adyacente al gen GH-N de expresion hipofisiaria, en la cual existen dos sitios:
uno referido como proximal (-92 a -65 nt) y el otro como distal (-130 a -105 nt)'®. Hay otros
factores de transcripcidon que se cree regulan la expresion basal del gen GH-N, como:
Sp-1 (que se une en la regién -140 a -116 nt)*', USF-1 (unidos a la regién -266 a -253 nt),
NF-1 (que se une en la region -290 a -268 nt)*? y AP-2 (unidos en la region -290 a -263),

los cuales pueden tener poco impacto en el control de la transcripcion del gen GH-N?.

1.4.4 Regulacién neuroendocrina de la secreciéon de GH

La secrecién de la hormona esta regulada bajo el control dual hipotalamico
ejercido por GHRH (del inglés growth hormone releasing hormone) y SS (somatostatina).
Cada episodio de secrecion de GH esta dado por una liberacion del neuropéptido GHRH
al sistema portal hipotalamico-hipofisiario. Se trata de un sistema de doble capilarizacion,
donde a nivel de las células neurosecretoras hipotaldmicas se encuentra la primera
capilarizacién. A esta ultima se vierten las hormonas del hipotalamo, que viajan hacia la
adenohipdfisis, o Iébulo anterior, donde se produce la segunda capilarizacién permitiendo
a dichas hormonas alcanzar las células glandulares, ya sea estimulando o inhibiendo su

secrecion y precedido por una disminucién de SS. Este mecanismo trabaja en conjunto
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con una serie de factores como: neurotransmisores, otras hormonas y metabolitos
intermediarios (aminoacidos, glucosa y acidos grasos libres).

GHRH es un péptido que pertenece a la familia glucagon-secretina de
aproximadamente 44 aa (aminoacidos). Las neuronas que la producen se encuentran
localizadas en el nucleo arqueado del hipotalamo, sus proyecciones axonales alcanzan la
eminencia media y liberan el péptido al sistema portal hipotalamico-hipofisiario. En la
pituitaria, la GHRH se une a su receptor el GHRHR (del inglés growth hormone releasing
hormone receptor) de los somatotrofos, donde promueven la liberacién y la sintesis de
GH; asi como el crecimiento, proliferacion y diferenciacion de estas células.

La SS es un péptido de 28 aa, el cual se produce en las neuronas localizadas en el
nucleo anterior periventricular. Las proyecciones de estas neuronas alcanzan la
eminencia media y liberan el péptido al sistema portal hipotalamico-hipofisiario. La
principal funcion de la SS es antagonizar la funcién de GHRH.

La liberacion de GHRH y SS esta regulada principalmente por neurotransmisores,
destacando los a,-adrenérgicos (dopamina, adrenalina, noradrenalina, etc.) que inhiben la
liberacion de SS y por lo tanto promueven la expresién y liberacién de GH. Por su parte,
los glucocorticoides estimulan la transcripcion de GH y aumentan el nimero de receptores
GHRH. La falta de hormonas tiroideas afecta la sintesis hipotalamica de GHRH. Mientras
que debido a todo esto, se puede observar que la regulacion en la expresion y liberacion
de GH no es un s6lo mecanismo, sino un conjunto de vias que regulan y coordinan este

proceso®* 2.

1.4.5 Mecanismos de accién molecular de la GH

Una vez liberada al torrente sanguineo, la GH llega a su receptor: GHR (del inglés
growth hormone receptor). Este es miembro de la superfamilia de los receptores tipo
citoquinas/hematopoietina y esta compuesto por dos subunidades. Cada subunidad es de
aproximadamente 70 kDa, que tras la unién GH-GHR, resultan en una dimerizacion,
causando la activacion de la tirosin-cinasa JAK2 (del inglés Janus activated kinase 2).
Esta enzima estd asociada al receptor de manera citoplasmatica y promueve la
fosforilacion del receptor y de JAK2. A continuacién, un sin niumero de otras proteinas son
fosforiladas en sus residuos de tirosina. Las primeras proteinas fosforiladas de la cascada
de sefializacién son las MAP cinasas (MAPK), que poseen un rol critico en la regulacién
del crecimiento y diferenciacién. También se induce la via Akt, la cual promueve la

supervivencia celular, entre otros procesos.
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La GH aumenta el transporte de glucosa a consecuencia del reclutamiento de
Glut1 y Glut4, los cuales transportan la glucosa del plasma a la célula. La GH estimula la
fosforilacion en residuos de tirosina del receptor de insulina IRS-1, lo que crea multiples
sitios de unién para proteinas con dominios SH2, incluyendo la subunidad de 85 kDa de la
proteina-cinasa PI3K (fosfatidilinositol 3-cinasa) Esta ultima ha sido implicada en el
transporte de glucosa, la sintesis de DNA y la actividad de la enzima p70™*, que interviene
en la regulacién del ciclo celular.

La GH induce pequefias cantidades de diacilglicerol (DAG) que es conocido por
ser un activador de la protein-cinasa C (PKC, del inglés protein kinase C). La produccién
de este segundo mensajero tiene su origen en la ruptura del fosfatidilinositol, por medio de
la fosfolipasa C. Su accion abarca la induccién de la lipogénesis, de la expresion de c-fos,
de la unién de una proteina nuclear al oligonucleétido C/EBP y del incremento en el calcio
intracelular.

Otra de las cascadas de sefnalizacion activadas por GH, es la activacién de los
factores de transcripcion STAT. Estos son factores citoplasmaticos que se traslocan al
nucleo, donde se unen al DNA y activan la expresion de varios genes. Dentro de los
genes activados de expresion temprana, estan c-fos y c-jun, que codifican factores de
transcripcién implicados en diferenciacion y crecimiento celular. La GH también induce la
expresion del gen c-myc, que codifica para un factor de transcripcion involucrado en
proliferacion celular.

Dentro de las proteinas cuyos genes son inducidos por GH y que se sabe
participan en la diferenciacion adipogénica estan: glicerol fosfato deshidrogenasa (GDP),
la enzima lipogénica aP2, la proteina de unién a lipidos y la lipoproteina lipasa (LPL). De
Fos se sabe que participa en la regulacion de aP2 y LPL.

En el higado, la GH regula la expresion del gen IGF-1 (del inglés insulin-like growth
factor), que es un mediador sérico de las acciones de aquella. Sin embargo, estudios
recientes indican que otros tejidos también expresan IGF-1, en respuesta a GH, como los
condrocitos y los adipocitos. IGF-1 se ha visto que regula varias funciones como:
neurogénesis, crecimiento, supervivencia celular, formaciéon de mielina, sinaptogénesis,
neuroproteccion y sintesis de proteinas, entre otras.

Como se puede inferir por todo lo anteriormente descrito, la GH participa y regula

un gran numero de procesos celulares y metabdlicos en el humano (Figura 6)* %'
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Figura 6: Vias de sefalizacion de la GH: JAK2 fosforila: 1) a varios miembros de la familia de factores de
transcripcion STAT (flechas purpuras) y 2) a las proteinas SHC, activando asi la via MAPK (flechas azules).
JAK2 también fosfolira a proteinas IRS, activando de este modo a la PI3 quinasa (flechas rojas), que posee
un papel fundamental en el transporte de glucosa. Abreviaturas: GH, hormona de crecimiento; GHR,
receptor de la hormona de crecimiento; IRS, sustratos del receptor de la insulina; JAK2, Janus quinasa 2;
MAPK, proteina quinasa activada por mitégenos; P, fosfato; PI3K, fosfoinositol 3-cinasa; STAT,
transductores de sefial y activadores de la transcripcion

1.4.6 Funcion de las hormonas del locus GH
La principal funcién de la GH hipofisiaria, la GH-N, es promover el crecimiento
lineal posnatal y regular diversas actividades metabdlicas, como la homeostasis de la
glucosa, la sintesis proteica en el tejido muscular, la lipdlisis en el tejido adiposo, la
reparacion tisular y la regeneracion 6sea®. Recientemente se le han atribuido nuevas

funciones como la neuroproteccion, neurogénesis y espermatogénesis, entre otras®.

La GH-V se asocia con crecimiento intrauterino, un incremento del peso al
nacer y con un aumento en los niveles séricos del IGF-1 en la madre®® .

La CSH por su parte, participa en la regulacion del metabolismo materno
durante el embarazo a favor del desarrollo del feto, lo que comprende, la inhibicién de la
sintesis de glucogeno, de la lipogénesis, de la glucdlisis y del ingreso de glucosa a las

células; ademas de la activacion de la glucogendlisis, de la protedlisis en el musculo y de
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la gluconeogénesis. Estas acciones tienen como propdsito precisamente aumentar la

concentracion plasmatica de nutrientes y energia para el feto® ',

1.4.7 Evolucion de la GH en los primates
La evolucion de la GH en los primates es Unica por su dramatica evolucion en
los primates. En la mayoria de los mamiferos, incluyendo los prosimios, el locus de la GH
es unigénico. Sin embargo en primates superiores una serie de duplicaciones génicas
seguidas de eventos de divergencia evolutiva condujeron a un aumento en el numero de

3. 74 Estos eventos de

genes GH lo que di6 origen a locus multigénicos complejos
duplicacion génica ocurrieron antes de la separacion entre MNM (monos del nuevo
mundo) y MVM (monos del viejo mundo)” ’®; lo que conllevé no solo a la formacién de un
locus GH multigénico, sino a la generacion de nuevos genes con funcién y expresion
tejido especifica, dando origen a las CSHs, las cuales tienen como tejido de expresién el
sincitiotrofoblasto de la placenta’. Estas hormonas asumen un segundo rol como
reguladores metabolicos al interaccionar con los receptores lactogénicos, dejando la

funcion de promover el crecimiento a su contraparte (GH-N) de la pituitaria’.
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2. ANTECEDENTES

2.1 GH en otros tejidos
Tradicionalmente, la GH se ha visto como un factor enddécrino, producido por
las células somatotrofas de la pituitaria y liberado a la circulacién sistémica, donde actua
en los diferentes érganos blancos?®. Sin embargo este concepto esta cambiando, ya que

existen multiples reportes de la sintesis de la GH en numerosos tejidos extrapituitarios® %,

En afos recientes se ha demostrado que la GH se produce en los sistemas:
inmune, nervioso, respiratorio, digestivo, tergumentario y reproductivo. En este ultimo se
ha visto que el resto de los genes del locus GH también se coexpresan (Cuadro 1)°. Estos
hallazgos apuntan a un rol mas complejo de la hormona y a posibles nuevas funciones®.
Esta posibilidad esta respaldada por el reciente descubrimiento de la hormona en el ojo
de vertebrados, donde se ha propuesto que se desempefa como un factor

neuroprotector 2.

11
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Cuadro 1: Sintesis extrapituitaria de la GH®

i Referencia
Molécula (s) Organo o Sistema
ARNm de GH Piel [35], [36].
Sistema Inmune [37].
Testiculo [38].
Ovario [39].
) [40].
Utero
Glandula mamaria [41].
Proteina GH Hueso [42].
Musculo [43].

Sistema Inmune

[44], [45], [46].

Cerebro [43].
Ojo [47], [48].
Testiculo [38].
Ovario [39].
Glandula salival [49].
Pancreas [46], [49]
Higado [43].
Rifion [43].
Colén [43], [49].
Estomago [43].
Pulmon [43].
Corazon [49].

ARNm de GH y proteina de GH

Sistema inmune

[45], [46], [47], [37].

Testiculo

[38].

Ovario

[39].

12
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2.2 Anatomia del ojo humano.

El ojo es un 6rgano de forma esférica (mide 2.5 cm de diametro) que detecta la luz
y es la base del sentido de la vista. Su funcién consiste basicamente en transformar la
energia luminica en sefales eléctricas que son enviadas al cerebro a través del nervio
optico hasta la region posterior del cerebro, el cual interpreta las sefiales mediante un
complejo mecanismo en el que intervienen millones de neuronas. Su funcionamiento es
practicamente igual en todos los vertebrados y este érgano a su vez esta divido en varios

tejidos® (Figura 7).

. cuerpo vitreo

ligamento de suspension
de la lente

N

. LN fovea
camara anterior

punto ciego
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@
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: _ esclerdtica
canal hialoideo | .tina coroides

Figura 7: Vista lateral del globo ocular humano, donde se muestran los distintos tejidos que componen el ojo.

* Conjuntiva: Membrana mucosa y transparente que tapiza el globo ocular desde el
limbo hasta los fondos de saco conjuntivales. Ayuda a lubricar el globo ocular,
produciendo mucosidad y lagrimas, aunque éstas en una cantidad menor que las
glandulas lagrimales. Debido a su exposicién a agentes externos es especialmente
susceptible a traumas, infecciones y reacciones alérgicas, pudiendo inflamarse y
dar lugar a la conjuntivitis.

* Cérnea: Es una estructura hemisférica (conica) transparente localizada al frente
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del érgano ocular, y que permite el paso de la luz a las porciones interiores y que
protege al iris y cristalino. Es uno de los pocos tejidos del cuerpo que no posee
irrigacion sanguinea alguna, pero si esta inervado, ya que es la porcion anatomica
del cuerpo humano que posee mas terminaciones nerviosas sensoriales. Se nutre
de la lagrima y del humor acuoso. Otra caracteristica de la cornea es la reparacion
corneal, que le permite a la cérnea regenerarse en caso de una leve lesion.

* Humor acuoso: Liquido claro que fluye por la camara anterior (entre la cérnea vy el
iris) y la camara posterior (entre el iris y el cristalino). EI humor acuoso es
secretado activamente en los procesos ciliares hacia la camara posterior, pasa por
la pupila hasta la camara anterior y abandona el ojo por el canal de Schlemm,
ubicado en el angulo camerular (iridocorneal). Su produccién es constante siendo
un aporte importante de nutrientes y oxigeno para la cérnea. También tiene la
funcion de mantener su presion constante, lo que ayuda a conservar la convexidad
original de la cornea.

* lIris: Es la membrana coloreada y circular del ojo que separa la camara anterior de
la camara posterior. Posee una apertura central de tamarfo variable que comunica
las dos camaras: conocida como pupila. Su funcién principal es permitir a la pupila
dilatarse o contraerse con el objetivo de regular la cantidad de luz que llega a la
retina.

» Cristalino: Lente biconvexa que esté situada tras el iris y delante del humor vitreo.
Su propésito principal consiste en permitir enfocar objetos situados a diferentes
distancias. Este objetivo se consigue mediante un aumento de su curvatura y de
sSu espesor, proceso que se denomina acomodacién. El cristalino se caracteriza
por su alta concentracion en proteinas, que le confieren un indice de refraccion
mas elevado que los fluidos que lo rodean. Este hecho es el que le otorga su
capacidad para refractar la luz, ayudando a la cérnea a formar las imagenes sobre
la retina.

* Cuerpo ciliar: Es una parte del ojo situada entre el iris y la region de la ora
serrataen la retina. Es el responsable de la produccién del humor acuoso y del
cambio de forma del cristalino necesario para lograr la correcta acomodacion
(enfoque). Esta formado por dos estructuras, el musculo ciliar y los procesos
ciliares.

* Tendén y musculo ocular: Los musculos oculares extrinsecos son musculos que

se insertan en el exterior del globo ocular y en los huesos de la orbita. Tienen la
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funcién principal de mover el globo ocular en la direccién deseada y de manera
voluntaria. Son los musculos rectos superior, interno u externo y los musculos
oblicuos mayor y menor.

* Esclerética: Es la "parte blanca del o0jo". Es una membrana de color blanco,
gruesa, resistente y rica en fibras de colageno. Constituye la capa mas externa del
globo ocular. Su funcién es la de darle forma y proteger a los elementos mas
internos. Cubre aproximadamente las cuatro quintas partes del ojo. Por detras es
perforada por el nervio 6ptico y por delante se adapta a la cérnea a través de un
punto que se conoce como membrana esclerocorneal. Cubre a la coroides y a su
vez esta cubierta por la conjuntiva ocular en su parte anterior.

* Coroides: Se le llama coroides o Uvea posteriora una membrana profusamente
irrigada con vasos sanguineos y tejido conectivo, de coloracién oscura que se
encuentra entre la retina y la esclerdtica del ojo. La parte mas posterior esta
perforada por el nervio 6ptico y continudandose por delante con la zona ciliar. La
funcién de la coroides es mantener la temperatura constante y nutrir a algunas
estructuras del globo ocular.

* Retina: Es la capa mas interna de las tres capas del globo ocular y es el tejido
fotorreceptor sensible a la luz que se encuentra en la parte posterior interna del ojo
y actua como la pelicula en una camara: las imagenes pasan a traveés del cristalino
del ojo y son enfocadas en la retina. La retina convierte luego estas imagenes en
sefiales eléctricas y las envia a través del nervio Optico al cerebro. La retina
normalmente es de color rojo debido a su abundante suministro de sangre.

* Nervio 6ptico: Compuesto por axones de las células fotorreceptoras situadas en
la retina, capaces de convertir la luz en impulsos nerviosos. Transmite la
informacion visual desde la retina hasta el cerebro para realizar funciones de
reconocimiento de imagenes o patrones.

* Humor vitreo: Liquido gelatinoso y transparente que rellena el espacio
comprendido entre la retina y el cristalino, mas denso que el humor acuoso, el cual
se encuentra en el espacio existente entre el cristalino y la cornea. Esta
compuesto en un 99.98% por agua (el resto consiste en cantidades menores de
cloro, sodio, glucosa y potasio). La cantidad de proteinas del humor vitreo es
aproximadamente una centésima parte de la cantidad de la sangre. El humor
vitreo provee los elementos necesarios para el metabolismo de los tejidos

vasculares como la cérnea y el cristalino® %,
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2.3 Anatomia de la retina humana.
La retina tiene una estructura compleja, estando formada basicamente por varias capas
de neuronas interconectadas mediante sinapsis. Las capas de la retina son diez y estan
ubicadas en forma paralela desde la parte mas externa de la copa 6ptica hacia el interior y

unidas a la coroides® (Figura 8). Estas son:

Bastones

Conos

Capa plexiforme
externa

Células honzontales

Células hipolares

Células amactinas

Capa plexiforme
interna

Ceélulas ganglionares

Capa de fibras
nerviosas

Figura 8: Anatomia de la retina humana. Se muestran cada una de las estirpes celulares que la conforman.

* Epitelio pigmentario: Es la capa mas externa de la retina. Esta formada por
células cubicas que no son neuronas y poseen granulos de melanina que le dan
una pigmentacion caracteristica.

*» Capa de las células fotorreceptoras: Esta formada por los segmentos mas

externos de los conos y los bastones.
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* Membrana limitante externa: En realidad no es una membrana sino uniones
intercelulares del tipo zénula adherente entre las células fotorreceptoras y las
células de Muller.

* Capa nuclear o granular externa: Esta formada por los nucleos celulares de las
células fotorreceptoras.

* Capa plexiforme externa: Es la region de conexién sinaptica entre células
fotorreceptoras, bipolares y horizontales.

* Capa nuclear o granular interna: Esta formada por los nucleos celulares de las
células bipolares y por los nucleos de las células horizontales y amacrinas.

* Capa plexiforme interna: Es la region de la conexion sinaptica entre células
bipolares, amacrinas y ganglionares.

» Capa de las células ganglionares: Formada por los nucleos de células
ganglionares.

* Capa de fibras del nervio oéptico: Esta formada por los axones de células
ganglionares que forman el nervio éptico.

* Membrana limitante interna: Tampoco es una membrana, sino la ldmina basal

que separa las células de Mdller.

2.4 Expresion ocular de la GH.

2.4.1 GH ocular en peces

La retina de teledsteos es un sitio blanco para la accion de GH. Se ha reportado
que la GH recombinante estimula la actividad mitética de las células progenitoras de la
zona germinal de la retina y de las células fotoreceptoras®" ®2. Estos autores también
observaron que la GH induce la expresién de IGF-1, la que a su vez estimula la

neurogénesis en la retina de estos peces®’.

2.4.2 GH ocular en anfibios

Wainwright et al.,*® observaron que al realizar hipofisectomia en ranas se producia
un arresto en la proliferacion celular en el epitelio del cristalino, el cual se revertia al
administrar de manera exdégena GH recombinante. Este efecto no se observa en ratas™.
Se ha postulado que esto puede reflejar diferencias no solo entre especies, sino también

en la permeabilidad de la barrera retino-hematica®.
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2.4.3 GH ocular en aves
En pollos se ha observado una inmunoreactividad a GH a partir del dia
embrionario (DE) 7 en los siguientes tejidos oculares: retina, epitelio pigmentario,

54, 55, 56, 57

coroides, esclera, cornea, epitelio del cristalino y vitreo , mostrando una mayor

inmunoreactividad en células ganglionares (RGC del inglés retinal ganglion cells)®®; en

ésta la sefial se observa tanto a nivel citoplasmatica como a nivel nuclear °® % (

Figura 9).
La presencia de GH en el citoplasma es de esperarse debido a la traduccion del ARNm de
GH a proteinas, mientras que la GH nuclear se ha asociado a la accién de la GH a través
de su receptor GHR, el cual también se ha encontrado en nucleo®. La presencia de
inmunoreactividad para GH en tejidos oculares en pollos sugeria su sintesis in situ y por
tanto la posible presencia de su ARNm; Baudet et al.**, a partir de extractos de retina,
amplificaron y secuenciaron el DNA complementario (DNAc) del ARNm de la GH y

encontraron que éste presentaba un 100% de similitud con el de la GH hipofisiaria.

Otro hallazgo interesante es que en pollos la inmnoreactividad en tejidos oculares
se debe principalmente a la isoforma de 15 kDa y no a la proteina completa (25 kDa), la
cual es la mas abundante en hipdfisis. Con base en esto se propone que esta isoforma

podria tener una funcién tejido especifica y distinta a la funcion de la GH pituitaria®.
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Figura 9: Microscopia confocal que muestra la inmunoreactividad de la GH de pollo en el DE 7 en
retina. A) Muestra la inmunoreactividad de la GH completa (cGH, 25 kDa) en la capa de células
ganglionares de retina (GCL del inglés ganglion cell layer) y en la capa de la fibra 6ptica (OFL del
inglés optic fiber layer). Las flechas indican la presencia de GH tanto de manera citoplamatica como
nuclear. B) Muestra la inmunoreactividad de la isoforma de 15 kDa (scGH del inglés small chick
growth 5llzormone-). Las flechas indican la presencia de GH tanto de manera citoplamatica como
nuclear™.

La cantidad total de GH en la retina no parece variar durante la embriogénesis y
permanece en los mismos niveles al menos hasta el dia 12 después del nacimiento, esto
a juzgar por los resultados de ensayos de Western-blot. Sin embargo, en pollos a partir
del dia 42, la GH en la retina es indetectable; no obstante, la GH de 15 kDa permanece en
grandes concentraciones en el vitreo®. Estos resultados indican que el vitreo puede
actuar como un almacén de la GH retiniana, ademas de que la concentracion y la accion
de la GH ocular en pollos varian con respecto a la edad®.

La posibilidad de que la GH actue en tejidos oculares de pollo, esta basada en la
presencia del ARNm y de la proteina GHR en retina y nervio éptico (Figura 10)*. Se ha
observado que la GH actua a través de IGF-1, debido a que cuando se incubaron células
retinianas con GH recombinante, IGF-1 aumentd cinco veces mas que en células sin

tratamiento®?.
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GH+GHR

Figura 10: Microscopia confocal que muestra la inmunoreactividad de GHR (rojo) y GH (verde) de pollo en
el DESZ5 en retina. En amarillo se muestra la co-localizacion de ambas proteinas. OFL (del inglés outer fiber
layer)™.

Se ha propuesto que en esta especie, la GH actia como un posible factor
neuroprotector®. El knock-down de la GH en células QNR/D retina de codorniz promueve
la apoptosis, donde se propone que la GH regula ya sea de manera autocrina y/o
paracrina la supervivencia celular en retina®®. Esta accion estd mediada a través de la
supresion de la expresion de caspasa 3°" ®2 debido a la supresion de la expresion del
factor inductor de apoptosis (AIF, del inglés apoptosis-inducing factor)®', y a través de la

fosforilacion de Akt®2.

2.4.4 GH ocular en ratas
La posibilidad de que la GH estuviera activa en el ojo de ratas fue sugerida por

73
I

Lobie et al”., cuando se descubrié que las células RGC (del inglés, retinal ganglion cells)

presentaban inmunoreactividad a GHR.

Posteriormente Harvey et al”’., demostraron la presencia de ARNm de GH en
extractos de ojo de retinas de ratas. Utilizando hibridacion in situ, el transcrito de GH fue
abundante en la retina, principalmente en las células RGC; la proteina resultante posee
un peso molecular idéntico al de la GH de la pituitaria. Esta inmunoreactividad también se

presentd tanto en nucleo como en citoplasma.
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2.4.5 GH ocular en ratones

Tanto la proteina como el ARNm de GH se han detectado en ojos de ratones
recién nacidos y adultos. EI ARNm mostré ser mas abundante en las células RGC;
aunque también se presentd en las células de las capas: IPL (del inglés inner plexiform
layer), INL (del inglés inner nuclear layer) y OPL (del inglés outer plexiform layer)’.

En ratones knockout para GHR -/- se observé una longitud axial del nervio éptico
mas corta comparada con el genotipo wild type, este mismo fendbmeno también se
observa en nifios con el sindrome de Laron (que es un tipo de enanismo). Por lo que se
concluye que una ausencia de la sefalizacién de GH puede inducir una emetropizacion
anormal. En estos ratones la IPL (del inglés inner plexiform layer) y la OPL (del inglés
outer plexiform layer) se vieron disminuidas en tamano, pero no las GCL. Lo que sugiere

que la GH promueve la diferenciacion en axones pero no la migracién de las GCL®.

2.4.6 GH ocular en bovinos

En bovinos se inyecté GH recombinante marcada con yodo en la arteria
cilioretiniana del ojo; la cual fue incapaz de pasar a través de las células endoteliales de
retina o entrar a la retina®. Esto se debe a la barrera retino-hematica que se encuentra
presente en mamiferos; por lo tanto, esto excluye la posibilidad de que la GH sérica entre

al ojo en bovinos®2.

2.4.7 GH ocular en humanos

Recientemente la GH ha sido identificada en el ojo humano, especificamente en la
retina y humor vitreo de cadaveres y de pacientes con disfuncion ocular (retinopatia
diabética, desprendimiento de retina , hemorragia vitrea 0 membrana epirretiniana)®® . La
evidencia sugiere que la GH se sintetiza en las RGC, donde se co-localiza con la
presencia de GHR y ambas se observan principalmente en el nucleo de estas células
(Figura 11).
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Figura 11: Microscopia confocal que muestra la inmunoreactividad de GHR (rojo) y GH (verde) en tres
retinas humanas adultas. En amarillo se muestra la co-localizacion de ambas proteinas™.

Se ha propuesto que la GH ocular en humanos participa en la promocién de la
supervivencia celular, debido a que se observd, por ensayos de inmunohistoquimica, que
secciones de retina de cadaveres, eran GH positivas, resultan negativas para apoptosis
por la técnica de TUNEL®®. También se ha propuesto que la GH y el IGF -1 pueden tener
una influencia en la vascularizacién de la retina y en el crecimiento celular aberrante de

las células endoteliales de la microvascularizacion de la retina humana®®’.

La octreotida (analogo de la somatostatina) ha mostrado ser un tratamiento seguro
y eficaz para la retinopatia diabética proliferativa severa, al bloquear la produccion local y
sistémica de GH e IGF-1, lo que impide la neovascularizacién en la retina las células
epiteliales pigmentadas (células RPE) % ® % |os pacientes no diabéticos con terapia de
reemplazo de GH desarrollan problemas similares a la retinopatia diabética’ "°. Esta

correlacion también se observa en los nifios con deficiencia congénita de GH, que
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presentan una vascularizacion retiniana reducida independientemente del tratamiento con
HGH recombinante. La GH probablemente influye indirectamente en la angiogénesis a
través de la accion de IGF-1, ya que los pacientes con defectos genéticos del axis
GH/IGF-1 (como por ejemplo sindrome de Laron y delecién parcial o de un alelo del gen

del receptor de IGF-1) tienen una menor vascularizacién en la retina * .
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3. JUSTIFICACION

Ahora se sabe que la GH se encuentra en la retina de distintas especies, incluyendo el
humano. Sin embargo, se desconoce si el resto de las hormonas codificadas en este
locus (GH-V, CHS-1, CSH-2 y CSH-L) lo hacen. También se desconoce si hay
expresion de este locus en otros tejidos oculares. De la misma manera, falta por
entender el papel de la GH en el ojo. Por lo que comprender su biologia molecular,
ayudara a dilucidar éste, asi como su posible participacidon en patologias oculares.

Dadas las ventajas del babuino como modelo experimental, se justifica utilizar los
tejidos oculares de este primate para reforzar nuestra investigacion sobre los

mecanismos que regulan la expresion del locus GH en el ojo humano.

24



Expresion del locus GH en el ojo de primates superiores M.C. Diana Cristina Pérez Ibave

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL
Investigar la biologia molecular del locus de la GH en el ojo del humano y del

babuino (Papio hamadryas).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.2.1 BIOBANCO: Generar una coleccion de tejidos oculares de pacientes y de
ejemplares babuinos, incluidos los datos relevantes de los bioespecimenes.

4.2.2 EXPRESION GENICA: Determinar en los tejidos oculares el nivel de
expresion de los genes GH-1, GH-2, CSH-1, CSH-2y GHR.

4.2.3 REGULACION GENICA: Investigar si los factores y mecanismos que
participan en la regulacion del locus GH en la hipdfisis y placenta, se encuentran
presentes en el ojo.

4.2.4 MODELO ANIMAL: Corroborar estos hallazgos en el modelo experimental

del babuino.
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5. ESTRATEGIA GENERAL

La estrategia general (Figura 12) seguida para desarrollar el presente trabajo se
abordd a través de dos enfoques: 1) La generacién de un biobanco de tejidos oculares
humanos y su posterior analisis por medio de ensayos de PCR en tiempo real e
inmunofluorescencia 2) La generacion de un biobanco de tejidos oculares de babuino
(Papio hamadryas) y su posterior analisis a través de ensayos de PCR en tiempo real,

inmunofluorescencia y protedmica.

El proyecto de investigaciéon se sometié a evaluacién al Comité de Etica e
Investigaciéon y fue aprobado bajo el siguiente numero de registro OF10-005 . Se
recolectaron muestras de tejidos oculares humanos de pacientes que por indicacion
médica y/o traumatismo se les retiré el tejido, con su respectiva firma de carta de
consentimiento informado. Los pacientes provinieron de: el Departamento de Oftalmologia
del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la Universidad Autbnoma de
Nuevo Leodn, del Servicio de Trasplante del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio
Gonzalez” de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn y del Instituto de Oftalmologia
Fundacion Conde de Valenciana IAP, México D.F. También se recolectaron muestras de
tejidos oculares de babuinos provenientes del Texas Biomedical Research Institute at San
Antonio Texas (TBRI), acorde a los procedimientos éticos del Institutional Animal Care
and Use Committe of the TBRI.

Los tejidos oculares, tanto de babuinos como de humanos que se almacenaron en
RNA later®, se utilizaron para ensayos de tiempo real. Los tejidos almacenados en
parafina se usaron para los ensayos de inmunofluorescencia, en donde se analizaron los
siguientes genes y proteinas respectivamente: GH-1, GH-2, CSH-1, CSH-2, GHR, Pit-1,
SST, SSTR-1, SSTR-2, SSTR-3, SSTR-4, SSTR-5, GHRH y GHRHR.

También se realizaron ensayos de protedmica para analizar en muestras de vitreo de

babuino las distintas isoformas o cambios postraduccionales de la GH.
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Figura 12: Estrategia general. Comprendio la realizacion de un biobanco de tejidos oculares tanto de humanos
como de babuinos. Se les realizaron extraccion de ARN para los ensayos de expresion por PCR en tiempo real y
el analisis de las proteinas se realizé por medio de ensayos de inmunofluorescencia.
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6. MATERIALES Y METODOS
El estudio fue aprobado por el Comité de Investigacién y Etica del Hospital
Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la Universidad Autbnoma de Nuevo Leodn,

bajo el siguiente nimero de registro OF10-005.

Este trabajo se realiz6 en el laboratorio de Unidad de Biotecnologia Médica del
Departamento de Bioquimica y Medicina Molecular en colaboracién con las siguientes
instituciones:

* Departamento de Oftalmologia del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio

Gonzalez” de la Universidad Auténoma de Nuevo Leodn.

* Servicio de Transplante del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de

la Universidad Auténoma de Nuevo Leon.

* Department of Biology. University of Texas at San Antonio.

* Instituto de Neurobiologia, UNAM. Campus Juriquilla, Querétaro.

* Instituto de Oftalmologia Fundacién Conde de Valenciana IAP, México D.F.

* Texas Institute of Biomedical Research of San Antonio (TIBR).

6.1 REACTIVOS
6.1.1 Ensayos de qPCR

6.1.1.1 Recoleccion de los tejidos oculares para ensayos de qPCR.
Para la recoleccién de las muestras se utilizdé RNA later® de la marca Life
Technologies (Foster City, CA, USA).

6.1.1.2 Extracciéon de RNA total en tejidos oculares de humanos.

Para ello se emple6 el kit RNAqueous®-4PCR de la marca Life Technologies
(Foster City, CA, USA), etanol de la marca Merck (Darmstadt, Germany), y RNA OUT de
la marca Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).

6.1.1.3 Extracciéon de RNA total en tejidos oculares de babuinos.
Para ello se empled el reactivo Trizol de la marca Invitrogen (Carlsbad, CA, USA),

Cloroformo de la marca Fisher Scientific (Bridgewater, New Jersey, USA), Etanol de la
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marca Merck , Isopropanol de la marca Fisher Scientific y RNA OUT de la marca

Invitrogen.

6.1.1.4 Retrotranscripcion (RT-PCR)
Para la retrotranscripcion se utilizé el kit High-Capacity cDNA Reverse

Transcription de la marca Life Technologies.

6.1.1.5 PCR Cuantitativa en tiempo real (qQPCR)

Para la cuantificacion relativa del ARNm se utiliz6 como gen enddgeno beta actina
(ACTB) para las muestras oculares humanas y el gen ribosomal 18s para las muestras
oculares de babuinos ambos de la marca Life Technologies. La cuantificacion se realizé
en dos etapas: primero se sintetizé el cDNA a partir del RNA total mediante una RT-PCR.
Posteriormente, se realiz6 la PCR en tiempo real empleando los siguientes ensayos de la
marca Life Technologies.
:GH1 Hs04189257_m1, GHR Hs00174872_m1, GH2 Hs00737951_g1, CHS 1-2
Hs04190925_ gH, Pit-1 Hs01030492_m1, SST Hs00356144_m1, SSTR1 Hs00265617_s1,
SSTR2 Hs00265624_s1, SSTR3 Hs00265633_s1, SSTR4 Hs01566620_s1, SSTR5
Hs00265647_s1, GHRH Hs00184139_m1 y GHRHR Hs00173457_m1.

Ademas se empleo el reactivo TagMan Universal PCR Master Mix de la marca Life

Technologies.

6.1.2 Ensayos de Inmunofluorescencia

6.1.2.1 Recoleccion de los tejidos oculares para ensayos de inmunofluorescencia.
Para la recoleccion de las muestras de babuinos se utilizé paraformaldehido de la
marca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Para la recoleccion de los tejidos oculares de

humanos, las muestras se almacenaron en solucion carnoy (ver Anexo 11.1.1.1)

6.1.2.2 Desparafinar tejidos embebidos en parafina.
Para este proceso fue utilizado el detergente citrisolv de la marca Fisherbrand (Haptom,

NH, USA) y etanol de la marca Merck.

6.1.2.3 Tincién hematoxilina-eosina (método de Harris).
Se emplearon de la casa comercial Sigma-Aldrich para la tincién de hematoxilina,

alumbre de potasio y amonio, oxido rojo de mercurio, eosina, acido acético glacial e
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hidréxido de amonio. El etanol fue adquirido de la casa comercial Merck, mientras que el

acido clorhidrico fue adquirido de la casa comercial J.T Baker (Center Valley, PA, USA),

6.1.2.4 Exposicion de epitopes.
Para permear la membrana y exponer los epitopes se utilizé citrato de sodio de la

marca Sigma-Aldrich.

6.1.2.5 Lavados de las laminillas con TBS.
Los lavados se realizaron con TBS 1X para ello se utilizé: Tris de la marca Bio-Rad
(Hercules, CA, USA), cloruro de sodio de la marca Sigma-Aldrich, y timerosal también de

la marca Sigma-Aldrich.

6.1.2.6 Lavados de las laminillas con TTBS.
Los lavados se llevaron a cabo usando TTBS 1X para cuya preparacion se
utilizaron: Tris de la marca Bio-Rad, mientras que de Sigma-Aldrich se consigui6 el cloruro

de sodio, el tritén y el timerosal.

6.1.2.7 Bloqueo de peroxidasa endégena.
Para bloquear la enzima peroxidasa enddgena se utilizé perdxido de hidrogeno al 30% de

la marca Merck y metanol de la marca Sigma-Aldrich.

6.1.2.8 Bloqueo de inespecifidades con borohidrado de sodio al 1% y leche al 5%.
Como agente reductor se empled el borohidrato de sodio de la marca Sigma-Aldrich. Para
el bloqueo de inespecificidades se utilizé leche en polvo (nonfat milk) de la marca Bio-
Rad.

6.1.2.9 Incubacion con anticuerpo primario.

En este proceso se emplearon los siguientes anticuerpos (Cuadro 2):
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Cuadro 2: Anticuerpos primarios utilizados

ANTICUERPOS FUENTE REACCIONA CON DILUCION DE TRABAJO
Anti-GHRH Policlonal- Conejo Humano. 1:10-1:50
abcam ab80009
Anti-GHRHR Policlonal- Conejo Humano. 1:200
abcam ab28692
Anti-SST Policlonal- Conejo Humano. 1:50-1:100
Pierce PA516253
Anti-SSTR1 Policlonal- Conejo Humano. 1:2500
Pierce PA3108
Anti-SSTR2 Policlonal- Conejo Humano. 1:2500
Pierce PA5-34220
Anti-SSTR3 Policlonal- Conejo Humano. 1:2500
Pierce PA3110
Anti-SSTR4 Policlonal- Conejo Humano. 1:2500
Pierce PA3111
Anti-SSTR5 Policlonal- Conejo Humano 10 ug/ml
Pierce PA1-41496
Anti-GH Policlonal- Conejo Humano 1:250
AFP-C11981A
NIDDK
Anti-GHR Monoclonal — Raton Human, rata y conejo. 1: 200
Pierce MAB263
Anti-PRL Monoclonal — Ratén Humano, ratén, rata, primates, 1: 250
Pierce MA1-10597 bovino y ovino.
Anti-PRLR Monoclonal — Raton Humano, rata, conejo, porcino y 1: 100
Pierce MA1-610 equino.
Anti-GFAP Monoclonal- Ratén Humano, ratén, pollo, porcino, 1:400-1:800
Proteina fibrilar acida glial bovino, rata y conejo.
MAB360 chemicon
Anti-y-synuclein Policlonal-conejo Humano y rata. 1:100
abcam ab6169
Anti-B-tubulina Monoclonal-Mouse Mamiferos. 1:500-1:5000
Neuronal Tubulin 3 beta chain
CONVANCE MMS-453P
Anti-NeuN Monoclonal-Mouse Aves, humano y ratén 1:10-1:100

Neuron specific nuclear protein
Millipore MAB377

6.1.2.10 Incubacion con anticuerpo secundario.

Para llevar a cabo este proceso se emplearon los siguientes anticuerpos secundarios

(Cuadro 3):

31




Expresion del locus GH en el ojo de primates superiores M.C. Diana Cristina Pérez Ibave

Cuadro 3: Anticuerpos secundarios utilizados

ANTICUERPOS FUENTE CARACTERISTICAS DILUCION DE TRABAJO
Cy5 anti-mouse 1gG Cabra Excitacion/Emission (nm): 649/665 1:5000
Invitrogen A10524
FITC anti-mouse CD3 Cabra Excitacion/Emission (nm): 495/528 1:250
Fluorescein labeled Sigma F0257
Cy3 anti-rabbit IgG Cabra Excitacion/Emission (nm): 553/565 1:5000
Invitrogen A10520

6.1.2.11 Incubacion con DAPI.

Para la tincion de los nucleos se empleé DAPI de la marca Sigma-Aldrich.

6.1.2.12 Montaje de las laminillas.
El montaje de las laminillas fluorescente se realizé utilizando Vectashield de Vector
Labs (Burlingame, CA, USA).

6.1.3 Ensayos de Proteémica.

6.1.3.1 Extraccion de proteinas en tejidos de babuinos utilizando el buffer de lisis
RIPA .

Para la preparacion del buffer (ver anexo 11.1.4.2) se utilizaron los siguientes
reactivos de la casa comercial Sigma-Aldrich: cloruro de sodio, Tris, SDS, EDTA y

desoxicolato.
6.1.3.2 Cuantificacion de proteinas con el reactivo EZQ.

Para la realizacion de la curva estdndar se utilizé BSA de la marca Sigma-Aldrich y el kit

EZQ Protein Quantification de la marca Invitrogen.
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6.1.3.3 Inmunoprecipitacion.

Este procedimiento se llevé a cabo utilizando anticuerpo anti-GH policlonal PA1-85518 de
la marca Pierce de Thermo scientific, perlas magnéticas protein G magnetic beads MAG-
104 de la marca Bioclone (San Diego, CA, USA), fosfato de sodio dibasico, fosfato de
sodio monobasico, &cido clorhidrico y Tris-HCI de la marca Sigma- Aldrich, glicina de la

marca Bio-Rad y agua ultra pura HPLC de la marca Thermo scientific.

6.1.3.4 Preparacion de la muestra con perlas magnéticas de fase reversa (M> C8
beads).

Las perlas magnéticas C8 que fueron utilizadas en este estudio provenian de
Bioclone, los siguientes reactivos se adquirieron de la casa comercial Sigma-Aldrich:
cloruro de sodio, iodoacetamida, hidroxilamina, acetonitrilo anhidro (ACN), acido acético y
bicarbonato de trietilamonio (TEAB); mientras que el metanol y el acido trifluoroacético de
la marca J.T Baker, la tripsina (1 ug/1 ul) y los reactivos isobaricos para marcar (TMT)-

6plex de la marca Thermo Fisher.

6.1.3.5 LC/FT-MS/MS

Para realizar la espectrometria de masas se emplearon particulas magnéticas C18
de la marca Bioclone. Para el gradiente de fase reversa se utilizd6 acido férmico y
acetonitrilo anhidro (ACN) de Sigma-Aldrich.
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6.2 Equipo
6.2.1 Ensayos de qPCR

6.2.1.1 Extracciéon de RNA total en tejidos oculares de humanos y babuinos.
Para disgregar los tejidos se utilizé el disruptor de tejido TissueRuptor de la marca
QIAGEN (Hilden, Germany), se us6 la centrifuga refrigerada 22000 rpm,

Heraeus™Biofuge™ Stratos™ de la marca Thermo Scientific.

6.2.1.2 Retrotranscripcion (RT-PCR)
La reaccion de RT-PCR se llevd a cabo en un termociclador Veriti® 96-well
thermal cycler de la marca Life technologies. Para la cuantificacion de DNAc se utilizé el

NanoDrop ND 2000 de la marca Thermo Scientific.

6.2.1.3 PCR cuantitativa en tiempo real (qQPCR)
Para los ensayos de qPCR fue empleado un termociclador en PCR en tiempo real

7500 Fast real time PCR de la marca Life technologies.

6.2.2 Ensayos de Inmunofluorescencia

6.2.2.1 Confeccion de bloques de parafina de los tejidos oculares.

La confeccion de los bloques de parafina se llevé a cabo con los equipos: Leica
TP1020 y el Leica EG1150 modular tissue embedding center de la marca Leica
Biosystems (Solms, Alemania). Para realizar los cortes de parafina se utilizé el micrétomo
Leica RM2235 y el bafio maria dLeica H11210 de la casa comecial Leica Biosystems y la

estufa de secado HERAterm de 400 L de la marca Thermo Scientific.

6.2.2.2 Tincién hematoxilina-eosina (método de Harris).
La observacion de las tinciones se realizd mediante la utilizacidn del microscopio
6ptico CX31 de la marca OLYMPUS (Shinjuku, Tokio, Japén).

6.2.2.3 Exposicion de epitopes.
Para calentar las muestras se utilizd la placa de calentamiento y agitacion

sp131635q de la marca Thermo Scientific.
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6.2.2.4 Observar al microscopio la luz de marcaje.
Para observar los ensayos de inmunofluorescencia se utiliz6 el microscopio
confocal LSM780 de la marca ZEISS (Jena, Alemania).

6.2.3 Ensayos de proteémica

6.2.3.1 Cuantificacion de proteinas con el reactivo EZQ.

La cuantificacion de proteinas en las muestras de vitreo e hipofisis de babuino se
utilizé el multi-mode microplate reader synergy HT de la marca BioTek (Winooski, VT,
USA).

6.2.3.2 Extraccion de proteinas en tejidos de babuinos utilizando el buffer de lisis
RIPA .

Para pesar los reactivos fue utilizada la balanza analitica AX224 de la marca
Sartorius (Goéttingen, Alemania). También se utilizaron los siguientes equipos: agitador
vortex genie-2 de la marca DAIGGER (Vernon Hills, lllinois, USA) y la centrifuga
refrigerada Z36HK de la marca Labnet (New Jersey, USA).

6.2.3.3 Inmunoprecipitacion
Para este procedimiento se emplearon los siguientes equipos: agitador vortex
genie-2 de la marca DAIGGER, la centrifuga refrigerada Z36HK de la marca Labnet y la

placa de calentamiento PC-320 de la marca Corning (New York, USA).

6.2.3.4 Preparacion de la muestra con perlas magnéticas de fase reversa (M> C8
beads).
Los equipos utilizados fueron: agitador vortex genie-2 de la marca DAIGGER vy el

microondas NNH965W de la marca Panasonic (Osaka, Japon).
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6.2.3.5 LC/FT-MS/MS
Para los ensayos de protedmica se utilizé el hybrid linear ion trap-Fourier-transform

tandem mass spectrometer LTQ-ELITE de la marca Thermo Fisher.

6.3 Metodologia
6.3.1 Recoleccion de muestras de tejidos oculares de pacientes
Los tejidos oculares se recolectaron de pacientes que por indicacion médica y/o

por traumatismo se les retirara algun tejido o de pacientes donantes de érganos. De todos
los pacientes se obtuvo la carta de consentimiento informado y se recabaron sus datos
tanto clinicos como demogréficos para la realizacion de una base de datos (Figura 11).
Los pacientes provinieron del: Departamento de Oftalmologia del Hospital Universitario
“José Eleuterio Gonzalez” de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn y del Instituto de
Oftalmologia Fundacién Conde de Valenciana IAP, México D.F. Los pacientes donantes
provinieron del Servicio de Trasplante del Hospital Universitario “José Eleuterio Gonzalez”
de la Universidad Autdbnoma de Nuevo Ledn.

Los criterios de inclusién y de exclusion de los pacientes incluidos en el estudio fueron

los siguientes:
Criterios de inclusién
Pacientes que por indicacién médica fuera necesario que se les retirara tejido ocular.

Que desearan participar en el estudio y firmaran carta de consentimiento informado.

Criterios de exclusion

Pacientes que no desearon participar en el estudio.
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Base de datos

Almacenamiento en RNA later

Almacenamiento en
paraformaldehido al 4%

Figura 13: Estrategia general de la recoleccion de tejidos oculares humanos.

Los tejidos recolectados para los ensayos de gPCR se almacenaron en 500 ul de
RNA later®. Se dejo incubar el tejido toda la noche a 4°C, para permitir que la solucion
penetrara en el tejido. Una vez terminada la incubacién se almacenaron a -80°C hasta su
uso. Los tejidos recolectados para los ensayos de inmunofluorescencia se almacenaron
en 5 ml de solucion de Carnoy hasta su uso.

Para los tejidos oculares de babuinos se recolectaron, en autopsias programadas
de babuinos adultos de entre 15-35 afios de edad provenientes del TBRI de San Antonio
Texas. Los tejidos recolectados para los ensayos de qPCR se almacenaron en 500 ul de
RNA later®, igual que en tejidos oculares humanos. Los tejidos recolectados para los
ensayos de inmunofluorescencia se almacenaron en paraformaldehido al 4% hasta su

uso.

6.3.2 Extracciéon de RNA total en tejidos oculares humanos
Este procedimiento se llevd a cabo utilizando el kit RNAqueous 4-PCR, bajo el
siguiente protocolo:
1. Se limpiaron las pipetas, la mesa de trabajo y los guantes con el inhibidor de
RNAsas con las toallitas RNAzap®.
2. Se preparo la solucion de etanol al 64% adicionando 22.4 ml de etanol absoluto a
la botella del kit etiquetada como Water for 64% ethanol.

3. La solucién de lavado #2/3 se preparé adicionando 28 ml de etanol absoluto a la
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10.

11.
12.
13.

14

16.

17.

18.
19.

botella Was soluiton #2/3.

El tejido se descongeld en hielo, una vez realizado esto, la muestra se centrifugo 1
minuto a 3000 rpm y se le retird6 con la ayuda de una pipeta la solucion RNA
later®.

El tejido se colocé en un tubo de microcentrifuga nuevo estéril de 1.5 ml. Se
adicionaron 500 ul de la solucién Lysis/Binding solution.

La disrupcion del tejido se llevé a cabo utilizando el homogenizador de tejidos.

Una vez homogenizado el tejido con la solucion de lisis se adicionaron 500 ul de la
solucién Water for 64% etanol, después se mezcld por inversién hasta ver una
completa homogenizacion de ambas soluciones.

Se tomaron 700 ul de la mezcla anterior y se colocaron en una columna con su
respectivo tubo de coleccion.

La muestra se centrifugd a 14,000 rpm durante 1 min, hasta observar que toda la
solucién pasara por completo a través del filtro de la columna.

Se descart6 la solucion del tubo de coleccién, una vez realizado esto, se colocé de
nuevo con su respectiva columna.

Se colocé en la columna 700 ul de la solucién de lavado Wash solution #1.

Se repitieron los pasos 9 y 10.

En la columna se adicionaron 500 ul de la solucién de lavado Wash solution #2/3.

. Se repitieron los pasos 9y 10.
15.

Nuevamente se adicionaron 500 ul de la solucion de lavado Wash solution #2/3,
repitiendo los pasos 9y 10.

Se le dio un spin a las columnas sin la tapa de la centrifuga para ayudar a que se
evaporara el etanol de las muestras.

Una vez terminada la fase de lavado, las columnas se colocaron en tubo de
microcentrifuga de 1.5 ml estéril, se adicionaron 50 ul de la solucién de elucién la
cual previamente se calenté a 70°C.

Las columnas se centrifugaron a 14,000 rpm durante 1 min.

La columna se deshecha, etiquetando y almacenando la muestra a -80°C hasta su

uso.
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6.3.3 Extraccion de RNA total en tejidos oculares de babuinos

Este procedimiento se llevo a cabo utilizando reactivo de Trizol®, bajo el siguiente

protocolo:

1.

10.
11.
12.

13.

14.
15.
16.
17.

Se limpiaron las pipetas, la mesa de trabajo y los guantes con el inhibidor de
RNAsas con las toallitas RNAzap®.

El tejido se descongeld en hielo, una vez realizado esto, la muestra se centrifug6 1
minuto a 3000 rpm y se le retiré con la ayuda de una pipeta la solucion RNA
later®.

Se colocd en un tubo de microcentrifuga de 2 ml estéril de 50-100 mg de tejido y
se adiciond 1 ml de Trizol.

La disrupcion del tejido se llevd a cabo utilizando el homogenizador de tejido.

Se incubd la muestra a temperatura ambiente durante 5 min.

Se adicionaron 200 ul de cloroformo, se homogenizo por vortex y se incubd la
muestra por 3 min a temperatura ambiente.

Posteriormente las muestras se centrifugaron a 10,000 rpm a 4°C durante 15 min.
Con la ayuda de una pipeta se recupero la fase acuosa y se colocé en un tubo de
microcentrifuga de 2 ml estéril nuevo, se adicionaron 500 ul de isopropanol.

Las muestras se mezclaron por inversion.

Posteriormente se incubaron las muestras durante 10 min a temperatura ambiente.
Después las muestras se centrifugaron a 10,000 rpm a 4°C durante 10 min.

Una vez formada la pastilla de RNA se retiré el isopropanol por decantacion, se le
dio nuevamente un spin a la muestra y con la ayuda de una micropipeta se quito el
exceso.

La pastilla de ARN se lavé adicionando 1 ml de etanol al 75%, se mezclé por
vortex.

Posteriormente se centrifugd la muestra a 7500 rpm a 4°C durante 5 min.

Se dejo secar la pastilla en una campana de flujo laminar durante 15 min.

La pastilla se resuspendio en 50 ul de agua libre de nucleasas.

Las muestras se almacenaron a -80°C hasta su uso.
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6.3.4 Retrotranscripcion RT-PCR
Una vez realizada la extraccién de RNA total a partir de tejidos, este fue sujeto a
retrotranscripcion con el kit High Capacity cDNA reverse transcription. Se preparo la

siguiente mezcla de reaccién (Cuadro 4)

Cuadro 4: Mezcla de reaccién de la RT-PCR

Reactivos Concentracion Inicial Volumen por reacciéon Concentracién Final
Buffer RT 10X 2 yl 1X
dNTPs mix 25X 0.8 pl 1X
Random Primer 10X 2 ul 1X
Enzima MultiScribe RT 50 U/l 1l 25U
RNase inhibitor 20 U/ pl 1l 1U
AguaDEPC | = e 42y e
RNA 0.2-2ug o | e
Volumen final 20 pl

El programa para la retrotranscripcion fue el siguiente (Cuadro 5)

Cuadro 5: Programa de termociclado para la reaccion de RT-PCR

Tiempo Temperatura °C
10 minutos 25
120 minutos 37
5 minutos 85
® 4

6.3.5 PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR).

Una vez obtenido el DNAc, se cuantificd la muestra y a partir de la concentracion

obtenida se realiz6 una dilucion para obtener una concentracién de 500 ng/ul. Para la
PCR se usaron las sondas mencionadas en el apartado de reactivos 6.1.1.5. Se empled el
termociclador en PCR en tiempo real 7500 Fast real time PCR bajo las siguientes

condiciones de reaccion (Cuadro 6).
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Cuadro 6: Condiciones de reaccion para el ensayo de qPCR

Reactivos Concentracion inicial Volumen por Concentracion final
reaccion

TagMan Universal 2x 10 ul 1x

PCR master mix

Ensayo Tagman 20x 1ul 1x

cDNA diluido en agua 500 ng 2yl e
DEPC
Volumen total 20 ul

Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes (Cuadro 7).

Cuadro 7: Condiciones de termociclado para el ensayo de gPCR

Tiempo Temperatura °C
2 minutos 50
10 minutos 95
15 segundos 95
1 minuto 60

Para normalizar de los niveles del RNA se utilizé el gen ACTB para los tejidos
oculares humanos y 18s para los tejidos oculares de babuinos. Para el calculo de los

niveles de expresion fue elegido el método 20T

6.3.6 Ensayos de inmunofluorescencia

6.3.6.1 Confeccion de bloques de parafina de los tejidos oculares
Los tejidos fijados con paraformaldehido al 4% (para su preparacion ver anexo
11.1.1.2) o solucién de carnoy (para su preparacion ver anexo 11.1.1.1) se deshidrataron
bajo el siguiente protocolo:
1. Los tejidos se sumergieron 30 minutos en cada serie de diluciones de etanol: 50%,
70%, 95% y etanol absoluto 100%.
Posteriormente se clarificaron los tejidos en xileno durante 30 minutos.

Después los tejidos se infiltraron con parafina a 56°C durante 3 horas.
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4.
5.

Los bloques se dejaron enfriar a 4°C durante una hora.
Posteriormente se realizaron secciones transversales de 5 micras de los bloques

de parafina y se colocaron en los portaobjetos impregnados con 5% de gelatina.

6.3.6.2 Desparafinar tejidos embebidos en parafina

Los cortes de los tejidos se desparafinaron bajo el siguiente protocolo:

1.
2.

Las secciones fueron sumergidas en citrosolv durante 15 minutos.

Posteriormente las muestras se rehidrataron sumergiendo los cortes con una
concentracion creciente de etanol (100%, 100%, 96%, 96%, 70%, 70% y 50%) por
cinco minutos en cada dilucion.

Finalmente los cortes se equilibraron en agua destilada durante 2 minutos.

6.3.6.3 Tincion hematoxilina-eosina (método de Harris)

Una seccion de cada uno de los tejidos se tifid con hematoxilina-eosina para analizar la

histo-patologia de los tejidos, el método se realizé de la siguiente manera:

1.

9.

10.

11.
12.

Los portaobjetos se sumergieron con hematoxilina (para su preparacion ver anexo
11.1.2.1) en una caja coplin durante 3 min.

Las muestras se lavaron al sumergirlas con agua destilada en una caja coplin
durante 1 min con agitacion.

Posteriormente las muestras se diferenciaron rapidamente en alcohol acidulado
(para su preparacion ver anexo 11.1.2.2) al sumergirlas por un segundo.

Se repitid el paso 2.

Después las muestras se viraron en agua amoniacal (para su preparaciéon ver
anexo 11.1.2.3) sumergiéndolas 5 veces.

Una vez realizado esto, se introdujeron en eosina (para su preparacion ver anexo
11.1.2.4) por 5 segundos.

Se repitid el paso 2.

Las muestras se deshidrataron en una serie de diluciones de etanol (96%, 96%,
100%) durante 1 min por dilucion.

Posteriormente se colocaron en xilol durante 2 min.

Se colocé enzima del corte una gota de resina entellan y se acomodé el
portaobjetos permitiendo que la resina se distribuyera por capilaridad.

La muestra se dejo secar durante 5 horas.

Una vez seca la muestra se observo al microscopio.
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6.3.6.4 Reaccion de inmunofluorescencia

Una vez desparafinados los cortes, se identificaron las proteinas de interés y su
localizacibn en las distintas estirpes celulares por medio de ensayos de
inmunofluorescencia bajo el siguiente protocolo:

1. La exposicion de los epitopes se realizé incubando la muestra por 40 minutos en
buffer de citrato de sodio al 10 mM y 0.05% de triton a pH 6 (para su preparacion
ver anexo 11.1.3.1), bajo una temperatura de minimo 80°C.

2. Inmediatamente después las preparaciones se sumergieron en 100 ml de TBS 1x
(para su preparacion ver anexo 11.1.3.2) durante 5 min por 3 ocasiones.

3. Para el bloqueo de peroxidasa endogena los cortes se incubaron en una solucién
de peroxido de hidrogeno al 3% en TBS-Metanol 50:50 (para su preparacion ver
anexo 11.1.3.3) durante 1 hora en oscuridad.

4. Se repitio el paso 2.

Para eliminacion de inespecificidades los cortes se colocaron en una solucién de
borohidrato de sodio al 1% diluido (para su preparacién ver anexo 11.1.3.4) en
TBS 1X durante 10 min.

Se repitid el paso 2.

Para el bloque de sitios inespecificos se incubaron los cortes en una solucién de
leche descremada al 5% (para su preparacion ver anexo 11.1.3.5) diluida en TBS
1x durante toda la noche a temperatura ambiente, colocando un parafilm en las
preparaciones para evitar que se secaran y en una camara humeda.

8. Posteriormente se realizaron lavados con TTBS 1x (para su preparacion ver anexo
11.1.3.6) durante 5 minutos por 3 ocasiones.

9. Las preparaciones se transfirieron a una camara humeda y se incubaron a
temperatura ambiente con el anticuerpo primario (1er Ab) diluido en TTBS 1x y
leche al 1% (para su preparacion ver anexo 11.1.3.7), se colocé un parafilm en las
preparaciones para evitar que se secaran.

10. En caso de la preparacion que se utiliz6 como control negativo esta solo se incubo
en leche al 1% sin anticuerpo primario.

11. Para el preabsorbido se coloc6 en un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml, 250 ug de

hGH recombinante con 200 ul del anticuerpo anti-GH, esta preparacién se dejo
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12.

13.

14

16.
17.

incubando toda la noche. Una vez terminada la incubacion ésta se coloco en la su

respectiva laminilla y se incubd toda la noche a temperatura ambiente.

Posteriormente las laminillas se lavaron durante 5 min en TTBS 1x durante 3
ocasiones.
Después la muestra se incubd en oscuridad durante 2 horas con el anticuerpo

secundario (2do. Ab) el cual estaba previamente diluido en TTBS 1X y leche al
1%. Tanto el control negativo como el preabsorbido se incubaron con el anticuerpo

secundario.

. Se repitio el paso 12.
15.

Las muestras posteriormente se incubaron durante 40 min con 200 ul de DAPI
solucion de trabajo (para su preparacion ver anexo 11.1.3.8).

Se repitio el paso 12.

Por ultimo, las muestras se montaron con una gota de vectashield y un
cubreobjetos para posteriormente ser observados al microscopio confocal LSM
780 ZEISS.

6.3.7 Ensayos de protedmica

6.3.7.1 Extraccion de proteinas en tejidos de babuinos utilizando el buffer de lisis

RIPA.

La extraccion de proteinas a partir de tejidos hipofisiarios de babuino siguié el proceso

siguiente:

1.

© © N o 0 bk

La hipdfisis de babuino se le realizd una diseccién para cortar el tejido en
pequenos pedazos y se lavo el tejido con PBS 1x (para su preparacion ver anexo
11.2.1) estéril para remover rastros de sangre.

Las muestras se colocaron inmediatamente en hielo.

Posteriormente se adicionaron a 10 ml del buffer de lisis RIPA (para ver la
preparacion del buffer ver anexo 11.2.2) una tableta de inhibidores de proteasas
de la marca roche.

El buffer se homogenizé en vortex a temperatura ambiente durante 1 hora.

Se adicionaron 1 ml del buffer de lisis RIPA a cada uno de los tejidos.

El tejido se disgregd utilizando el disruptor de tejido tissueruptor de QIAGEN.

Las muestras se incubaron durante 30 min a 4°C.

Posteriormente se sonico la muestra durante 5 min a 180 watts.

La muestra se centrifugd a 9000 rpm durante 20 minutos a 4°C.
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10.
11.

El sobrenadante se transfirié a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml estéril nuevo.

La muestra se almacend a -80°C hasta su uso.

6.3.7.2 Cuantificacion de proteinas con el reactivo EZQ

1.

10.
11.

12.

Se realiz6 la preparacion de los estandares utilizando albumina liofilizada de pollo
a una concentracion de 2 mg. La cual fue reconstituida adicionando 1 ml de agua
estéril para obtener una concentracion final 2 mg/ml.

Posteriormente se realizaron una serie de diluciones hasta obtener las siguientes
concentraciones: 1 mg/ml, 0.5 mg/ml, 0.25 mg/ml, 0.125 mg/ml y 0.0625 mg/ml.
Estas diluciones se almacenaron a -20°C hasta su uso.

Se realizaron las siguientes diluciones de las muestras: 1:2, 1:4, 1:6, 1:8 y 1:16.

En un filtro whatman colocado en un microplato se coloraron por triplicado 1 ul de
cada uno de los estandares y de las diluciones de las muestras.

Se dejaron secar las muestras en el filtro.

Posteriormente el filtro se incubd en metanol al 70% durante 5 min. Cuidando de
que el papel filtro se sumergiera por completo en la solucion.

Se descartd el metanol y se dejé secar por completo al aire libre el papel filtro.
Posteriormente la muestra se incubo en oscuridad con el reactivo EZQ durante 30
minutos.

Se descartd la solucion e inmediatamente se colocé la solucion HAC (para su
preparacion ver anexo 11.3.1) y se incubé durante 5 minutos en agitacion.

Se repitié el paso 9 dos veces mas.

Después se coloco el filtro en el microplato y posteriormente se ley6 en el lector de
placas de BioTek.

Los resultados se analizaron utilizando el software BioTek Gen 1.10.

6.3.7.3 Inmunoprecipitacion

1.

Como control se utilizé hGH recombinante (la cual fue donada por el Dr. Luis Haro)
la cual se resuspendié en 1052 ul en agua HPLC ultra pura para obtener una
concentracion final de 0.5 ug/ul.

Para los ensayos de inmunoprecipitacion se decidié colocar 2500 ug de proteina
total de vitreo de babuinos. Se realiz6 previamente un pool de muestras para

evitar variacion.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

En tres muestras (con una concentracion total de proteinas de 2500 ug) se
colocaron 25 ug de anticuerpo anti-GH.

En dos de los tubos se colocaron: 0.1, 0.5 y 1 ug de proteina hGH recombinante
como un estandar interno.

Las muestras se incubaron durante toda la noche a 4°C en agitacién por inversion.
Posteriormente se colocaron 250 ul de las perlas protein G magnetic beads de
Bioclone.

Las muestras se incubaron toda la noche a 4°C en agitacién por inversion.
Después las muestras se colocaron en un separador magnético durante 1 min.

Se removié el sobrenadante mientras el tubo se mantenia en el separador
magnético.

Después se lavaron las perlas con 5 volumenes (aproximadamente 500 ul) del 1X
Binding/Washing Buffer (para su preparacion ver anexo 11.4.1). La muestra se
mezclé por vortex.

Las muestras se lavaron dos veces mas siguiendo los pasos 8, 9 y 10
respectivamente.

Posteriormente se adiciond a las perlas la cantidad apropiada de anticuerpo y
Binding solution buffer: 1 nl del anticuerpo anti-GH en 300 ul del binding solution
buffer (para ver su preparacion ver anexo 11.4.1).

Se mezclaron las muestras pipeteando suavemente y se incubaron durante 30 min
a 4°C con agitacion rotacional.

Las muestras se lavaron nuevamente como en el paso 10 hasta que la
absorbancia del sobrenadante a 280 nm fuera menor o igual a 0.05
(aproximadamente de 4 a 5 veces).

Se adicionaron 100 ul del buffer de elucion (para ver su preparacion ver anexo
11.4.2).

Se mezclaron las muestras pipeteando suavemente y se incubaron durante 10 min
a 4°C con agitacion rotacional.

Se colocaron las muestras en el separador magnético durante 1 min y se
recolectaron los sobrenadantes en un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml estéril
nuevo.

Inmediatamente se neutralizaron las muestras adicionando 0.1 ml del buffer de
neutralizacién (para ver su preparacién ver anexo 11.4.3) por cada 1 ml de

sobrenadante.
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19. Las muestras se almacenaron a -80°C hasta su uso.

6.3.7.4 Preparacion de la muestra con perlas magnéticas de fase reversa (M> C8

beads)

10.

11

12.

Se tomd 1 ml de las perlas magnéticas C8 (50 mg/ml) y se resuspendié en un

1 ml de metanol al 50%, se homogeniz6 con vortex.

Se transfirieron 400 ul de las perlas magnéticas resuspendidas a un tubo de

microcentrifuga de 1.5 ml estéril.

Se colocé el tubo en el separador magnético durante 1 min.

Se aspir6 y se descarté el sobrenadante mientras el tubo estaba en el

separador magnético.

Una vez realizado esto, se lavaron en tres ocasiones las perlas con 400 ul en

buffer de equilibrio (para ver su preparacion ver anexo 11.5.1).

Posteriormente las perlas se resuspendieron en 400 ul de buffer de equilibrio.

Las muestras una vez realizada la inmunoprecipitacion, se cuantificaron por el

método EZQ previamente descrito.

Se realizaron diluciones de las muestras para que quedaran a una

concentracion final de 1 ug/ul. Las diluciones de las muestras se realizaron de

la siguiente manera:

a) Dilucion 0:100 (1.824 ug/ul) : Se colocaron 54.82 ul del inmunoprecipitado
mas 45.175 ul de agua HPLC ultra pura.

b) Dilucion 0.1:100 (2.16 ug/ul) : Se colocaron 46.29 ul del inmunoprecipitado
mas 53.704 ul de agua HPLC ultra pura.

c) Dilucion 1:100 (2.58 ug/ul) : Se colocaron 38.76 ul del inmunoprecipitado
mas 61.24 ul de agua HPLC ultra pura.

Las muestras se mezclaron utilizando una pipeta y se adicionaron 100 ul de las

perlas magnéticas.

La mezcla se incubo durante 5 min a temperatura ambiente.

. Posteriormente se colocaron en el separador magnético durante 1 min y con la

ayuda de una micropipeta se retir6 el sobrenadante sin retirar el tubo del
separador magnético.
Las perlas se lavaron con 150 ul de buffer TEAB (para ver la preparacion del

buffer ver anexo 11.5.2).
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13.
14.

15.
16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.
23.

24,

25.

26.
27.

28.

29.

30.
31.

32.

Se colocaron los tubos en el separador magnético durante 1 min.

Se aspird y se descarté el sobrenadante mientras los tubos estaban en el
separador magnético.

Se repitieron los pasos del 12 al 14 por dos ocasiones mas.

Se adicionaron 150 ul de DTT 10 mM (para ver su preparacién ver anexo
11.5.3)

Las muestras se calentaron en el microondas durante 10 segundos a 700
watts.
Se repitieron los pasos 13 y 14.

Se adicionaron 150 ul de iodoacetamida.

Las muestras se calentaron en el microondas durante 10 segundos.

Se repitieron los pasos 12, 13 y 14 por dos ocasiones mas.

Las muestras se resuspendieron en 150 ul en buffer TEAB.

Para resuspender la tripsina se colocaron 20 ul de acido acético 50 mM (para
ver su preparacion ver anexo 11.5.4)

Para realizar la protedlisis se colocaron a cada una de las muestras 4 ul de
tripsina (en una proporcion 1:25 tripsina-proteina).

Las muestras se calentaron en el microondas durante 60 segundos a 700
watts.

Se colocaron las muestras en el separador magnético durante 1 min.

El sobrenadante se transfiri6 a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml estéril
nuevo e inmediatamente las muestras se colocaron en hielo.

Posteriormente las muestras se almacenaron a -80°C hasta la realizacion del
marcado de las muestras con los tag TMT-label.

Los reactivos se dejaron a temperatura ambiente. Para los viales de 0.8 mg se
adicionaron 41 ul de acetonitrilo anhidro.

Se mezclé por vortex durante 5 minutos.

Posteriormente se le dio un spin a los viales (los cuales son estables solo por
una semana una vez resuspendidos).

Después se adicionaron al vial 41 ul de la muestra (1100 ug) al tubo TMT. Las
muestras se marcaron de la siguiente manera:

a) Dilucién 0: 100 TMT®-126

b) Diluciéon 0.1:100 TMT®-127

c) Dilucion 1: 100 TMT®-128
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33. Se calentaron las muestras en el microondas durante 10 segundos a 700
watts.

34. Posteriormente se adicionaron 8 ul de hidroxilamida al 5% (para ver su
preparacion ver anexo 11.5.5).

35. Las muestras se almacenaron a -80°C hasta su uso.

6.3.7.5 LC/FT-MS/MS

El analisis de las isoformas de la GH en muestras de vitreo de babuinos se realizé
con una bomba splitless de nano - LC -2D (Eksigent , Livermore, CA) , una columna de
50- MID repleta de particulas C18 de 3 a 7 cm, se utilizé una trampa de hibridacion lineal
con un espectrometro de masas Fourier transform (FT-MS). El gradiente de fase inversa
fue de 2 a 62% de acido formico al 0.1% en acetonitrilo durante 60 minutos a 350 NI/min.
Para analisis imparciales, los seis principales iones que eluyeron de manera mas
abundante fueron fragmentados utilizando una mayor colisiéon de energia dependiente de
los datos de disociacion (HCD) en modo centroide (con una resolucién de masa 60 000
para los precursores idnicos y 15 000 para los productos de los iones) con una exclusion
dinamica y una anchura de aislamiento de cuatro m/z . El analisis de los datos de las
proteinas se realizé6 con un cluster de 10 nodos MASCOTA (Matrix Science, Londres,

Reino Unido) para identificar y cuantificar proteinas.
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7. RESULTADOS
Los resultados divididos por objetivos se describen a continuacion:

7.1 Objetivo 1 biobanco.- Generar una coleccion de tejidos oculares de pacientes y
de babuinos, incluidos los datos relevantes de los bioespecimenes.

Se generd un biobanco de muestras de 152 tejidos oculares frescos provenientes
de pacientes del Departamento de Oftalmologia del Hospital Universitario “Dr. José
Eleuterio Gonzalez” de la UANL (Cuadro 8). A la par se generd un biobanco de tejidos
oculares embebidos en parafina provenientes del Instituto de Oftalmologia Fundacién
Conde de Valenciana IAP (Cuadro 9). Se obtuvieron al menos tres bioespecimenes para

cada tejido ocular.

Cuadro 8: Biobanco de tejidos oculares humanos provenientes del Hospital Universitario
“Dr. José Eleuterio Gonzalez” (HU) de la UANL

TEJIDO FRESCO (HU) CANTIDAD

CONJUNTIVA 8

TENON 8

CORNEA 4

ESCLERA 7

HUMOR ACUOSO 30

RED TRABECULAR 3

IRIS 7

COROIDES 3

UVEA 1

CRISTALINO 48

VITREO 11

RETINA 7

NERVIO OPTICO 4

MUSCULO RECTO 4

MUSCULO OBLICUO INFERIOR 3
TOTAL 152
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Cuadro 9: Biobanco de tejidos oculares humanos provenientes del
Oftalmologia Fundacién Conde de Valenciana IAP (IOCV).

Instituto de

TEJIDO EN PARAFINA (IOCV) CANTIDAD

CONJUNTIVA 125
TENON 2
CORNEA 58
ESCLERA 3
HUMOR ACUOSO NA
RED TRABECULAR 0
IRIS 2
COROIDES 2
UVEA 2
CRISTALINO 5
VITREO NA
RETINA 6
NERVIO OPTICO 0
MUSCULO RECTO 0
MUSCULO OBLICUO INFERIOR 3
TOTAL 209

7.1.1 Datos demograficos de los pacientes.

Se obtuvieron los datos demograficos de los pacientes en base al expediente
clinico y al cuestionario. Para los pacientes del HU: el rango de edad fue de 1 a 112 afos,

la media de edad fue de 33 afios. Para los pacientes del IOCV: el rango de edad fue de 1
a 92 afos, la media de edad fue de 49.5 afios (Figura 14).

51



Expresion del locus GH en el ojo de primates superiores M.C. Diana Cristina Pérez Ibave

PACIENTES HU (n=93) PACIENTES IOCV (n=209)

RANGO 1-112 afios 1-92 anos
MEDIA 33 anos 49.35 anos
HOMBRES 46 (49.46%) 123 (58.85%)
MUIJERES 47 (50.53%) 86 (41.15%)
TEJIDO FRESCO TEJIDO EN PARAFINA
ESTADO DE PROCEDENCIA HU ESTADO DE PROCEDENCIA IOCV
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Figura 14: Analsis de los datos demograficos de los pacientes del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio
Gonzalez” (HU) de la UANL y del Instituto de Oftalmologia Fundacién Conde de Valeniana IAP (IOCV).

7.1.2 Datos clinicos de los pacientes

Para los pacientes del HU la patologia mas comun fue catarata (opacificacién total
o parcial del cristalino), la cual es motivo de la cirugia oftalmolégica mas comun en
México®. Para los pacientes del IOCV la patologia mas comun fue el pterigion. El
pterigidon es una enfermedad que involucra un cuadro de inflamacion crénica, proliferacion
del tejido conectivo subconjuntival y la presencia de angiogénesis; con una incidencia en

regiones ecuatoriales del 22% en la poblacién®* (Figura 15).
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Figura 15: Analisis de los datos clinicos de los pacientes del Hospital
Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” (HU) de la UANL y del
Instituto de Oftalmologia Fundacion Conde de Valeniana IAP (IOCV).

7.2 Objetivo 2 expresion génica.- Determinar en los tejidos oculares el nivel de
expresion de los genes GH-1, GH-2, CSH-1, CSH-2 y GHR.

7.2.1 PCR cuantitativa en tiempo real (qQPCR)

Para investigar si el resto de los genes del locus GH también se expresaban en
retina, asi como en el resto de los tejidos oculares, se realizaron ensayos de qPCR para
cada uno de sus genes (GH-1, GH-2, CSH-1/CSH-2) y para el gen GHR, utilizando
sondas Tagman. Para corroborar que nuestro sistema de expresion funcionaba
perfectamente se utilizaron tejidos como controles positivos. Para el caso de GH-2, CHS-1
y CHS-2 se utiliz6 como control positivo placenta humana y como control positivo para
GH-1 (Figura 16) se utilizaron adenomas hipofisiarios de pacientes; ambos tejidos

provinieron de pacientes del HU de la UANL.
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Para normalizar los niveles de ARNm por el método ACT, se utilizd el gen
enddgeno beta actina (ACTB), el cual se expresé en todos los tejidos oculares como se

muestra en la figura 16.
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Figura 16: Curvas de amplificacién de los controles positivos para el locus GH utilizados en este estudio:
placenta y adenomas hipofisiarios. Asi como la curva de amplificacion del gen endégeno utilizado ACTB.

Una vez validado nuestro sistema, se prosiguié con los ensayos de expresion para
los genes: GH-1, GH-2, CSH-1/CHS-2 y GHR. En la figura 15 se muestran las curvas de

amplificacién para cada uno de los genes analizados con sus respectivos controles.
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Figura 17: Curvas de amplificacion de las muestras para los genes del locus GH y para el del receptor GHR

El ARNm del gen GH-1 en el humano se encontré en: coroides, retina y trabeculo
(Cuadro 10). Un hallazgo interesante es que las retinas provenientes de pacientes con
retinoblastoma (en un total de 3 muestras) no presentaron expresion de GH-1, lo que
apunta a diferencias de expresion de la hormona en esta patologia. Para confirmar este

hallazgo se requieren mas estudios y aumentar el numero de muestras.

El ARNm del receptor GHR se encontré en: cérnea, coroides y retina de tejidos
humanos (Cuadro 10). En iris y conjuntiva se identificaron dos tejidos positivos para el
ARNmM, los cuales provenian de pacientes con traumatismos. En estas muestras pudieran
presentarse falsos positivos debido a la contaminacion con sangre, ya que los linfocitos T
y B expresan GH. Estos resultados deberan repetirse en mas bioespecimenes del mismo

tejido para corroborar estos resultados.
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Cuadro 10: Resumen de las cuantificaciones del ARNm por gPCR de los genes del locus
GHy GHR.

TEJIDOS GH1 GH2 CSH GHR
retina POS (4/7) NEG NEG POS (4/7)
coroides POS (3/3) NEG NEG POS (3/3)
red trabecular POS (3/3) NEG NEG POS (3/3)
cérnea NEG NEG NEG POS (3/3)
iris NEG NEG NEG POS (2/7)
tenon NEG NEG NEG POS (1/8)
conjuntiva NEG NEG NEG POS (1/8)
esclera NEG NEG NEG NEG
musculo recto NEG NEG NEG NEG
Uvea NEG NEG NEG NEG
musculo NEG NEG NEG NEG
oblicuo inf
cristalino NEG NEG NEG NEG

7.2.2 Ensayos de inmunofluorescencia

Para corroborar los hallazgos observados por qPCR y determinar las estirpes
celulares en donde se encontraban las proteinas GH y su receptor GHR, se realizaron
ensayos de inmunofluorescencia utilizando anticuerpos especificos para cada una de las
proteinas. Como controles positivos de inmunotincién se usaron los tejidos de placenta y
adenoma hipofisiario de humanos (Figura 18). La presencia de GH se esperaba
manifestar en forma de granulos citoplasmaticos en toda la célula, preferentemente de
distribucion periférica. Las células positivas para GH en hipdfisis, los somatétrofos, son
células heterogéneas en cuanto a forma, tamafio y distribucién en la hipdfisis. El receptor
a su vez se encontr6 en somatétrofos, lactétrofos y gonadotropos, lo cual ya estaba
previamente reportado®®. En el caso de placenta el GHR se encuentra en la membrana
del sincitiotrofoblasto, la cual se caracteriza por ser multinucleada, esto corresponde a lo
que ya se habia reportado anteriormente®; sin embargo lo que si fue sorprendente fue
encontrar la presencia de GH-1, lo cual no estaba reportado, por lo que estos resultados

deberan repetirse con un mayor numero de bioespecimenes, asi como con otras técnicas.
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Figura 18: Microscopia confocal que muestra la inmunoreacividad de la GH y GHR en los controles positivos

placenta e hipdfisis. Se muestra la doble inmunotincién para GH (rojo) y el GHR (verde) en adenoma
hipofisiario y placenta utilizados como controles positivos

En los ensayos de inmunofluorescencia la GH se encontré en coroides y retina de
tejidos humanos (Figura 19), concordando con los resultados por gqPCR (Cuadro 11). La

presencia de GHR se localiz6 en: coroides, retina y cérnea.
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Figura 19: Microscopia confocal que muestra la inmunoreacividad de la GH y GHR en los controles positivos
placenta e hipdfisis. Se muestra la doble inmunotincion para GH (rojo) y el GHR (verde) en: retina, coroides y
esclera.

Para descartar que la fluorescencia observada en conos y bastones, no se debia a
inespecificidades, se incluyeron dos controles negativos: el preabsorbido (el anticuerpo
primario se incub6é con 250 mg de HGH recombinante, posteriormente esta mezcla se
colocé en la muestra), el cual no mostré ninguna sefal, indicando que no hay
inespecificidades por parte del anticuerpo primario; como control negativo del anticuerpo
secundario se incubd un corte en leche 1X sin anticuerpo primario, en donde tampoco se

observo sefial (Figura 20).
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Figura 20: Microscopia confocal que muestra la inmunoreacividad de los controles negativos. Se muestra el
negativo para los anticuerpos secundarios Cy3 y Cy5 en la figura de lado izquierdo y el preabsorbido de lado
derecho.

Se llevaron a cabo dobles inmunotinciones de GH con anticuerpos especificos
para cada uno de los tipos celulares: GFAP (del inglés glial fibrillary acidic protein) que es
especifico de astrocitos, Ill B tubulina, el cual es especifico de células de tipo neuronal®’ y

gama sinucleina, que es especifico de células ganglionares*’ (Figura 21).
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Figura 21: Microscopia confocal que muestra la inmunoreacividad de los controles positivos. Se muestra la
doble inmunotincion para GH (rojo) y GFAP (verde), lll B-tubulina (verde) y gamma-sinucleina (rojo) en
retina de humano.

A continuacion en el cuadro 11 se muestra un resumen de los resultados de las

inmufluorescencias en los tejidos oculares humanos.

Cuadro 11: Resumen de los resultados de las inmunofluorescencias

TEJIDOS GH1 GHR
retina POS POS
coroides POS POS
cornea NEG POS
iris NEG NEG
conjuntiva NEG NEG
esclera NEG NEG
musculo recto NEG NEG
uvea NEG NEG
musculo NEG NEG
oblicuo inf
cristalino NEG NEG
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7.3 Objetivo 3 regulacion génica.- Investigar si factores y mecanismos que
participan en la regulacién del locus GH en la hipéfisis y placenta, se encuentran

presentes en el ojo.

7.3.1 PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR)

Para indagar si el factor de expresion pituitaria Pit-1 estaba involucrado en la
regulacion de la GH ocular, se realizaron ensayos de qPCR en los distintos tejidos
oculares humanos y como control positivo se utilizaron muestras de adenomas

hipofisiarios (Figura 22). Ninguno de los tejidos oculares expresoé Pit-1.
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Figura 22: Curvas de amplificacién de tejidos oculares humanos para el gen Pit-1.
Donde como control positivo se utilizaron muestras de adenomas hipofisiarios

Debido a que no se encontro la expresion de Pit-1 en las condiciones experimentales
utilizadas, y que el ojo posee tejidos de tipo neuronal, se indagé si el ojo humano
expresaba algunos de los neurotransmisores hipotalamicos que regulan la liberacién e
inhibicion de la GH en hipdfisis. Se realizaron ensayos de gPCR para determinar si los
distintos tejidos oculares humanos expresaban ARNms de GHRH (del inglés growth
hormone releasing hormone), con su respectivo receptor GHRHR (del inglés growth
hormone releasing hormone receptor), y de SST (del inglés somatostatin), con sus
respectivos receptores (SSTR1-SSTRS) (Figura 23).
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Figura 23: Curva de amplificacion de tejidos oculares humanos para los genes SST y sus receptores (SSTR1-
SSTR5).

Para SST el ARNm se encontrd en: retina, coroides Uvea y cornea. EI ARNm del
receptor SSTR1 se identificd en coroides, retina y Uvea. Para SSTR3 tanto el ARNm como
la proteina se identificaron en coroides, Uvea, retina y cérnea. Los ARNms de SSTR2,
SSTR4, SSTR5, GHRH y GHRHR se identificaron en coroides y retina (Cuadro 12).

Cuadro 12: Resumen de los ensayos de gPCR para Pit-1 y otros posibles reguladores

TEJIDOS PIT-1 SST SSTR1 SSTR2 | SSTR3 | SSTR4 | SSTR5 | GHRH | GHRHR
retina NEG POS POS POS POS POS POS POS POS
coroides NEG POS POS POS POS POS POS POS POS
Gvea NEG POS POS POS POS NEG NEG NEG NEG
cdrnea NEG POS POS NEG POS NEG NEG NEG NEG
esclera NEG NEG POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG
tenon NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
conjuntiva NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
red trabecular NEG NEG POS POS POS POS NEG NEG NEG
musculo Recto NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
iris NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
musculo oblicuo inf NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
cristalino NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
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7.3.2 Ensayos de inmunofluorescencia

Para corroborar los hallazgos observados por qPCR y determinar las estirpes

celulares en donde se encontraban las proteinas GHRH, GHRHR, SST y sus receptores

SSTR1- SSTR5, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia utilizando anticuerpos

especificos para cada una de las proteinas antes mencionadas (Figuras de la 24 a la 26).

nucleo (DAPI) co-localizacién RETINA

nucleo (DAPI) co-localizacion COROIDES

nucleo (DAPI) co-localizacién RETINA

Figura 24: Microscopia confocal que muestra la inmunoreacividad de SST y SSTR1 en tejidos
oculares humanos. Se muestra la inmunotinciéon para SST (rojo) en retina y coroides; y el receptor
SSTR1 para retina.
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Figura 25: Microscopia confocal que muestra la inmunoreacividad de SSTR2, SSTR3 y SSTR4 en
retina humana. Se muestra la inmunotincién para SSTR2 (rojo), SSTR3 (rojo) y SSTR4 (rojo) en las
diferentes estirpes celulares de la retina.
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Figura 26: Microscopia confocal que muestra la inmunoreacividad SSTR5, GHRH y GHRHR en retina
humana. Se muestra la inmunotincién para SSTRS5 (rojo), GHRH (rojo) y GHRHR (rojo) en las diferentes
estirpes celulares de la retina.

En los ensayos de inmunofluorescencia para SST se comprobd sefal en coroides,
retina y cérnea (Cuadro 13), concordando con los resultados por gqPCR (Cuadro 12). La
presencia del receptor SSTR1 se encontré en coroides, retina y esclera, lo cual concuerda
con lo observado por qPCR. El receptor SSTR2 se observo en retina y coroides (lo cual
también concuerda con lo observado por qPCR). El receptor SSTR3 se identifico en
retina, coroides y cérnea (lo cual también coincide con lo observado por qPCR); las
proteinas SSTR4, SSTR5, GHRH y GHRHR se identificaron sélo en retina y coroides.

Otro hallazgo interesante es que las proteinas analizadas se hallaron en todas las
estirpes celulares de la retina, teniendo una mayor intensidad en conos y bastones; al

igual que la GH.
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Tabla 13: Resumen de los ensayos de inmunofluorescencia para posibles reguladores

TEJIDOS SST SSTR1 SSTR2 | SSTR3 | SSTR4 | SSTRS | GHRH | GHRHR
retina POS POS POS POS POS POS POS POS
coroides POS POS POS POS POS POS POS POS
cornea POS NEG NEG POS NEG NEG NEG NEG
esclera NEG POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG
conjuntiva NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
musculo recto NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
iris NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
musculo oblicuo inf NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
cristalino NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG

7.4 Objetivo 4 modelo animal.- Corroborar estos hallazgos en el modelo
experimental del babuino.

Debido a que la mayoria de los tejidos oculares humanos provenian de pacientes

con alguna patologia y para validar al babuino como modelo para estudiar la biologia

molecular del locus GH, se generd un biobanco de muestras de tejidos oculares frescos

provenientes de 6 ojos de babuinos (Papio hamadryas) provenientes del TBRI (Cuadro

14). Como controles positivos se utilizaron tejidos de pituitarias de babuinos (Cuadro 15).
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Cuadro 14: Biobanco de tejidos oculares oculares de babuinos.

fecha de colecta ID del animal edad y género
12/02/2013 15607 hembra, 17 afios
13/02/13 14871 hembra, 15 aflos
20/03/13 27845 hembra, 7 afios
21/03/13 27927 hembra, 7 aflos
26/03/13 28347 hembra, 7 afios

Cuadro 15: Biobanco de tejidos hipofisiarios de babuinos.

fecha de colecta ID del animal edad y género
30/10/2002 1X2942 hembra, 34 afos
13/12/2002 1X1962 hembra, 40 afios
05/09/2002 2X0281 hembra, 30 afios
29/08/2002 1X2199 hembra, 35 afios
28/08/2003 1X1927 hembra, 36 afios
12/08/2003 2X0209 hembra, 32 afios
13/08/2003 1X2574 hembra, 35 afios

7.4.1 PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR)

Al igual que el humano, se investigé si el resto de los genes del locus GH también

se expresaban en retina, asi como en el resto de los tejidos oculares. Se realizaron

ensayos de qPCR para cada uno de los genes utilizando sondas Tagman (Figura 27).

Como control positivo para GH y GHR se utilizo6 cDNA proveniente de pituitarias de

baboon y como control positivo para las hormonas placentarias: GH-2, CHS-1 y CSH-2,

se optd por cDNA proveniente de placenta humana; esto debido a que no se contaba con

este tejido del babuino.
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Figura 27: Curva de amplificacion de tejidos oculares de babuinos para los genes: GH-1, GH-2, CSH-1/CSH-
2y GHR.

El ARNm de GH-1 en el babuino se encontré en retina-coroides. En el babuino
para los ensayos de biologia molecular no se pudieron separar las capas retina y coroides
debido a que en UTSA no se contaba con el equipo necesario para realizar la micro-
diseccion, y es por eso que tampoco se tuvo acceso a trabéculo. Para GHR, éste se
identificé en cérnea, coroides y retina. Estos hallazgos concuerdan con lo encontrado en

el humano (Cuadro 16).
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Tabla 16: Resumen de los ensayos de qPCR en babuino

TEJIDOS GH1 GH2 CSH GHR
retina- POS NEG NEG POS
coroides*®
cornea NEG NEG NEG POS
iris NEG NEG NEG NEG
conjuntiva NEG NEG NEG NEG
esclera NEG NEG NEG NEG
nervio optico NEG NEG NEG NEG
cristalino NEG NEG NEG NEG

Nota: En verde se senala coincidencia con el humano

Para corroborar los hallazgos observados por gPCR en tejidos oculares humanos
y validar el modelo animal, se realizaron estos ensayos determinado por sondas Tagman
la expresion de los siguientes genes del babuino: Pit-1, GHRH, GHRHR, SST y de sus
receptores SSTR1- SSTRS (Figura 28).
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Figura 28: Curva de amplificacién de tejidos oculares de babuinos para los genes: Pit-1, GHRH, GHRHR,
SSTy sus receptores (SSTR1-SSTR5).
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El ARNm de SST vy el receptor SSTR1 se detectaron en retina-coroides y nervio
optico del babuino. Estos hallazgos concuerdan con lo encontrado en humano. Para
SSTR3 se identificod el receptor en retina-coroides, cérnea, nervio Optico, conjuntiva,
cérnea, iris y cristalino (siendo estos ultimos negativos para el humano).

Los ARNms de SSTR2, SSTR4, SSTR5, GHRH y GHRHR del babuino, se
identificaron en retina-coroides, al igual que el humano. En el babuino no se encontr6 la
expresién de Pit-1, por lo que al parecer, ni en humanos ni tampoco en babuinos la

regulaciéon de la GH es independiente de Pit-1.

Cuadro 17: Resumen de los ensayos de qPCR en babuinos para Pit-1 y otros posibles

reguladores

TEJIDOS PIT-1 SST SSTR1 SSTR2 SSTR3 SSTR4 SSTR5 GHRH GHRHR
retina- NEG POS POS POS POS POS POS POS POS
coroides
cérnea NEG NEG NEG NEG POS NEG NEG NEG NEG
iris NEG NEG NEG NEG POS NEG NEG NEG NEG
conjuntiva | NEG NEG POS NEG POS NEG NEG NEG NEG
esclera NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
nervio NEG NEG POS NEG POS NEG NEG NEG NEG
optico
cristalino | NEG NEG NEG NEG POS NEG NEG NEG NEG

Nota: En verde se senala coincidencia con el humano

7.4.2 Ensayos de inmunofluorescencia

Para corroborar los hallazgos observados por qPCR y determinar las estirpes
celulares del ojo del babuino en donde se encontraban las proteinas GH, GHR, GHRH,
GHRHR, SST y sus receptores (SSTR1- SSTRS5), se realizaron ensayos de
inmunofluorescencia utilizando anticuerpos especificos para cada una de las proteinas

antes mencionadas (Figura 29 y 30).
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Figura 29: Microscopia confocal que muestra la inmunoreactividad de GH y GHR en tejidos oculares
de babuinos. Se muestra la inmunotincion para GH (rojo), GHR (verde) en distintos tejidos oculares
de babuinos: cornea, retina y procesos ciliares.
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Figura 30: Microscopia confocal que muestra la inmunoreactividad de SST, sus receptores (SSTR1-
SSTR5), GHRH y GHRHR en tejidos oculares de babuinos. Se muestra la inmunotinciéon para GH
(rojo), GHR (verde) en distintos tejidos oculares de babuinos: cérnea, retina y procesos ciliares.
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La presencia de GH y GHR se detectd en células ganglionares y en otras estirpes
celulares de la retina del babuino (conos y bastones, amacrinas y bipolares). También se
encontré en cérnea, al igual que en humanos. Sin embargo, de igual forma se encontraron
estas dos proteinas en procesos ciliares, que son células encargadas de formar el humor
acuoso.

Las proteinas SST y SSTR1 se encontraron en retina, coroides y nervio 6ptico
(concordando con lo observado en los ensayos de gPCR). Mientras que SSTR3 se
identificé en retina, coroides y conjuntiva. Estos resultados no concuerdan con lo
observado por gPCR, por lo que se impone repetir estos ensayos para salir de dudas.

Las proteinas SSTR2, SSTR4, SSTR5, GHRH y GHRHR se identificaron en
coroides y retina del babuino (Cuadro 18). Los mismos hallazgos se observaron en el

humano.

Cuadro 18: Resumen de los ensayos de inmunofluorescencia en tejidos oculares de

babuinos.

TEJIDOS GH GHR SST | SSTR1 | SSTR2 | SSTR3 | SSTR4 | SSTR5 | GHRH | GHRHR

retina-coroides POS POS POS pos || pos pos | pos pos ||| pos POS

cdrnea NEG POS NEG | NEG | NEG POS || NEG | NEG | NEG NEG

iris NEG NEG NEG | NEG | NEG NEG | NEG | NEG | NEG NEG

conjuntiva NEG NEG POS | NEG | NEG POS | NEG | NEG | NEG NEG

esclera NEG NEG NEG | NEG | NEG NEG | NEG | NEG | NEG NEG

cristalino NEG NEG NEG | NEG | NEG NEG | NEG | NEG | NEG NEG

Nota: En verde se senala coincidencia con el humano

7.4.3 Ensayos de proteémica

Se realizaron ensayos de protedmica en vitreo de babuinos para determinar las
isoformas de GH presentes en ojo y para descartar la posibilidad de la presencia de otros
miembros del locus GH (los cuales no se hubieran podido detectar por gPCR). El analisis
de las muestras se llevé a cabo por espectrometria de masas por la técnica de LC-FT/MS-

MS (Figura 32), con la que s6lo se encontré la presencia de la GH-1 de 22 kDa.

73



Expresion del locus GH en el ojo de primates superiores

M.C. Diana Cristina Pérez Ibave

Muestra Pozo Conc/Dil |485/20,590/35) Conc Replicas Promedio DESVEST CV (%)
STD2 Al 1 163 1.022 3 0.997 0.053 5.3
A2 1 137 0.937
A3 1 167 1.034
STD3 Ad 0.5 46 0.534 3 0.52 0.041 7.91
AS 0.5 37 0.474
AB 0.5 49 0.553
STD4 AT 0.25 8 0.102 3 0.102 0 1.82E-06
A8 0.25 8 0.102
A9 0.25 8 0.102
STDS A10 0.125 1 0.196 3 0.196 0 1.34E-06
Al1 0.125 1 0.196
A12 0.125 1 0.196
STD6 B1 0.0625 8 0.102 3 0.117 0.024 21
B2 0.0625 8 0.102
B3 0.0625 a 0.145
Curve
Name Curve Formula | A B C R2 E
Curve Y=C*X*2+B"X+A 8.03 -17.3 165 0.997 E
'
*~—= .

Figura 28: Cuantificacién de las muestras de vitreo de babuinos por el método EZQ. Se muestra la curva
estandar de BSA a distintas concentraciones de 1 a 0.0625 ug/ul. En el recuadro de la inferior izquierdo se
muestra la ecuacion de la recta.
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| Protein View: B1A4G6_ HUMAN

Growth hormone 1 isoform 1 OS=Homo sapiens GN=GH1 PE=3 SvV=1

Database: Trembl

' Score: 37
Nominal mass (M,): 25117
Calculated pI: 5.29
Taxonomy: Homo sapiens

Sequence similarity is available as an NCBI BLAST search of BIA4G6 HUMAN against nr.
Search parameters

MS data file: C:\Data\2013\5_130906222415.raw
Enzyme: Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P.

Fixed modifications: Carbamidomethyl (C)
Variable modifications: Deamidated (NQ), Oxidation (M), TMT6plex (K), TMT6plex (N-term)

Protein sequence coverage: 13%
Matched peptides shown in bold red.

1 MATGSRISLL LAFGLLCLPW LQEGSAFPTI PLSRLFDNAM LRAHRLHQLA
51 FDTYQEFEEA YIPREQRYSF LONPQTSLCF SESIPTPSNR EETQQKSNLE
101 LLRISLLLIQ SWLEPVQFLR SVFANSLVYG ASDSNVYDLL KDLEEGIQTL
151 MGRLEDGSPR TGQIFKQTIYS KFDINSHNDD ALLKNYGLLY CFREKDMDKVE

Figura 29: Resultados de los ensayos de protedmica en vitreo de babuinos. Se muestra los datos arrojados
al comparar la secuencia detectada con la base de datos NCBI blast, en donde nuestra secuencia proteica
coincide con la isoforma 1 de la GH (22 kDa).
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8. DISCUSION

1. Expresion extrapituitaria del locus GH

La vision de que la GH es solo secretada por la glandula pituitaria para fungir como un
factor endocrino para regular el crecimiento, desarrollo y metabolismo® estd cambiando.
Ya existen multiples reportes en la literatura que indican que la GH se expresa en muchos
tejidos extrapituitarios?; incluso que ésta y su receptor (GHR) se encuentran en la retina
de muchas especies, como pollos, roedores e incluso el humano?®. Sin embargo quedan
muchas interrogantes por contestar, como: ;qué pasa con el resto de los genes del
locus?, ¢so6lo se expresa la GH en retina o también lo hace en otros tejidos oculares?,
¢actia la GH ocular de manera autocrina y/o paracrina?, ¢cual es la funcion de la GH
ocular?, ;existen isoformas en el ojo diferentes a la reportada (22 kDa)?, ¢scual es el
mecanismo de regulacion del gen de la GH ocular?, y ;existen diferentes patrones de

expresion del gen de la GH en las distintas patologias oculares?; entre otras.

Para contestar las interrogantes antes mencionadas, en el presente trabajo se
investigaron muestras de tejidos oculares de humanos y de babuinos. De babuino, porque
al igual que el humano, este primate superior posee un locus de GH multigénico; ademas
de que fisiolégicamente los resultados arrojados en este modelo son extrapolables al
humano. Las investigaciones iniciaron generando biobancos de bioespecimenes de
ambas especies, procurando colectar al menos tres ejemplares de cada tipo de

bioespecimen.

2.- Biologia molecular del locus GH en el ojo

Para descartar la presencia del resto de los genes del locus humano, se realizaron
ensayos de expresion por qPCR utilizando sondas especificas para cada uno de los
genes miembros del locus (GH-2, CHS-1 y CSH-2). Del locus GH sodlo se detectd la
expresion del gen GH-1; no sélo en las muestras oculares de humano, sino también en
las muestras oculares de babuino. La falta de expresién ocular del resto de los genes en
ambos primates es un hallazgo inédito; aunque no es una sorpresa, ya que se ha
reportado que en la mayoria de los tejidos extrapituitarios sélo se ha encontrado una GH
idéntica a la de la pituitaria (del gen GH-1)?. En algunos tejidos humanos, como testiculo
y ovario, se ha reportado la expresién de los otros genes miembros del locus GH,
notandose que los ARNm de las hormonas placentarias CSH-1 y CHS-2 se expresan en

mayor proporcion que el de la GH-1"®"", lo que indica que estos tejidos poseen su propio
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patrén de expresion del locus GH y que las hormonas placentarias probablemente tengan

otra funcién de la que se les ha asignado tradicionalmente®.

3.- Localizacién celular y subcelular

Por medio de ensayos de expresion por qPCR se determiné que el ARNm del gen GH-1
en el humano no solo se encontra en retina, como previamente se habia reportado por
Harvet y cols.*’, sino también en otros tejidos oculares, incluidos coroides y trabeculo. En
el babuino se encontr6 en retina-coroides, sin embargo no se pudo corroborar su
expresion en trabeculo debido a que no se tuvo acceso a este tejido. Estos hallazgos se
confirmaron por medio de ensayos de inmunofluorescencia, que permitieron determinar
ademas las estirpes celulares donde estuviera la GH-1, encontrandose no sélo en células

47.48 sino también en las

ganglionares de retina (como anteriormente se habia reportado)
demas estirpes celulares de este tejido, tanto en humanos como en babuinos. Esto difiere
de lo que anteriormente se habia reportado en humanos*’, en donde sélo se encontrd la
presencia de GH y GHR en las células ganglionares de retina. En nuestro caso no sélo
encontramos inmunoreactividad (IR) en todas las estirpes celulares de la retina, sino que
también una mayor sefial en conos y bastones, tanto en babuinos como en humanos.
Estos hallazgos apuntan a que la GH pudiera tener otras funciones ademas de la funcion
neuroprotectora sugerida en células RGC*® . Se observé una misma distrubucion de las
proteinas GH y GHR en retina de humanos y babuinos, por lo que probablemente éste
sea un efecto conservado en primates.

Otro hallazgo interesante es que la GH y el GHR se encontraron tanto a nivel
citoplasmatico como a nivel nuclear (tanto en babuinos como en humanos). La presencia
de la GH en citoplasma era de esperarse, debido a la traduccién de su ARNm por parte
de los ribosomas. Sin embargo, la GH nuclear fue un hallazgo inesperado. La IR de GH
en nucleo se ha reportado en muchos tejidos extrapituitarios?, al igual que también se ha
documentado la presencia de su receptor’® ”°. No se ha dilucidado la funcién del GHR en
nucleo, sin embargo se ha propuesto que la GH actue de manera directa’. En pollos®’ y
en ratas® se ha reportado una IR de GHR a nivel nuclear, asi como que muchas citocinas
y factores de crecimiento se localizan a nivel nuclear funcionando como factores

intracrinos®®, por lo que probablemente la GH funcione de manera similar.

Tanto el ARNm como la proteina de GHR se encontraron en cérnea, coroides y retina de

humanos y babuinos. Un hallazgo importante es la identicacion de GHR en las células
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basales del epitelio corneal. El epitelio corneal es esencial para la transparencia corneal y
se encuentra en continua renovacion a lo largo de la vida, derivandose de la poblacién de
células madre limbocorneales®. Por lo que se propone que probablemente la GH participe
como un factor de proliferacion celular en cérnea.

Al encontrarse co-expresion del receptor y la hormona se postula accion autocrina de la
GH. La expresion del GHR también se detecté en tejidos oculares distintos a los de la

expresion de GH, por lo tanto se postula para estos accion paracrina.

4.-Regulacion del locus GH en ojo.

La regulacién de la GH pituitaria es dependiente del factor de transcripcion Pit-1, ya que
en su ausencia la GH no se sintetiza en las células somatotrofas de la hipéfisis**. Para
determinar si la GH ocular en primates estaba regulada por Pit-1, se analiz6 la expresién
del ARNm por medio de ensayos de qPCR. Ninguno de los tejidos oculares expresé este
factor. Por lo que se concluye que la regulacion de la expresion de la GH ocular es
independiente de Pit-1; lo cual era de esperarse, ya que la mayoria de los tejidos

extrapituitarios no expresan Pit-1**

, por lo que se ha propuesto que probablemente
factores tejido especificos, diferentes a los descritos, participen en la regulacién de esta

hormona.

La regulacion de la expresion de GH es un mecanismo complejo en el que no soélo
participan factores de transcripcion, sino también neurotransmisores; amén de que la
retina es un tejido de tipo neural. Para arrojar luz en este otro tema, se analizé tanto por
gPCR como por inmunofluorescencia la presencia del ARNm y proteinas de SST y sus
receptores (SSTR1-SSTRS5), asi como de GHRH y su receptor (GHRHR), localizandolos
principalmente en retina y coroides, tanto de humanos como de babuinos (tejidos que
también expresaron GH). Se propone que estos dos neurotransmisores podrian estar
involucrados en la regulaciéon de la GH ocular. Se ha reportado que en la linea celular
QNR/D, que corresponde a RGC de codorniz, al ser incubadas con GHRH recombinante
de pollo, se incrementan los niveles de GH®'. Es este estudio se determiné la viabilidad
celular por la técnica de TUNEL y se observé que al inmunoneutralizar la GH se vio un
aumento en la apoptosis; este efecto también se observé cuando en las células se
inmunoneutraliz6 GHRH, concluyendo que GHRH tienen un accion secretagoga en estas
células. Sin embargo existen reportes de que aunque GHRH es producida por tejido
mamario, la hormona es incapaz de estimular la produccion de GH en dicho tejidogz; lo

que apunta a que probablemente los mecanismos de regulacion del gen de la GH
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extrapituitaria son distintos a la regulacion del gen de la GH de la pituitaria.

5.- Proteémica y GH ocular

Algunos tejidos extrapituitarios que expresan GH como el testiculo (en humanos), ademas
de expresar GH-1 también expresan GH-V; en este tejido en particular se expresan dos
productos de splicing alternativo que originaron dos isoformas de la GH-V: GH-V2 (230
aa; 26 kDa) y la GH-VD4 (219 aa; 25 kDa). Se ha propuesto que estas isoformas poseen
funciones tejido especificas, actuando de manera local regulando la biosintesis de
testosterona y/o la espermatogenésis76. Asi como que algunas isoformas de GH sean
especificas de tejidos y puedan tener funciones diferentes. Debido a esto y para descartar
la posibilidad 