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ARTICULO ORIGINAL

Papel de la proteina supresora de la sefalizacion
por citocinas-3 (SOCS 3) en la resistencia a la hormona
de crecimiento inducida por malnutricion

Adriana Umafia, Stella Carrasco, Myriam Sanchez
Departamento de Quimica, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia, Bogota, D.C., Colombia.

La nutricion es un regulador importante de las acciones de la hormona de crecimiento (GH).
Se ha demostrado que el déficit de nutrientes induce un estado de resistencia a la hormona, en
el cual estan involucrados, entre otros factores, alteraciones post-receptor en la via de
sefializacion, pero se desconocen los mecanismos responsables. En este trabajo se investigd
la participacion de algunos miembros de la familia de proteinas supresoras de la sefializacion
por citocinas (SOCS) en la resistencia causada por malnutricién, que inhibe la activacion de
la sefializacion a través de Janus cinasa 2/transductor de sefial y activador de la transcripcion
5 (JK2/STATS5). Se estudiaron los cambios en la expresion génica del receptor de GH (RGH),
IGF-I y SOCS3 en el higado de ratas alimentadas con una dieta baja en proteina (8%) y
estimuladas con GH. La restriccién en el consumo de proteina disminuy6 significativamente
(p<0,05) los contenidos de ARNm del RGH al igual que el nUmero de sitios receptores, pero
elevod significativamente (p<0,05) la transcripcion del gen SOCS3. La administracion de
hormona de crecimiento humana recombinante (rhGH) a ratas restringidas en proteina
incrementd los niveles del mensajero del RGH y del IGF-I, pero sélo para el primero se
lograron restablecer valores comparables a los de animales alimentados con una dieta alta
en proteina (20%). La transcripciéon de SOCS3 en el grupo malnutrido se incrementé ain mas
como resultado de la administracion de GH. En resumen, los resultados obtenidos sugieren
que la reduccion en la sensibilidad del tejido hepético a la GH que acompafia la malnutricion
puede deberse en parte a una sobreexpresién de la proteina SOCS3. Ademas, la distribucion
ubicua de SOCS3y CIS plantea un papel mas amplio de las proteinas SOCS como reguladoras
de la sensibilidad de los tejidos a las citocinas.
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Role of suppressor of cytokine signaling proteins in growth hormone resistance induced
by malnutrition

Nutrition is an important regulator of growth hormone (GH) action. Nutritional deprivation causes
a GH resistance involving post-receptor alterations in the signaling pathway, but the responsible
mechanisms remain unknown. Herein, suppressors of cytokine signaling proteins (SOCS)
were investigated as potential agents in GH-resistance induced by malnutrition which inhibits
activation of Janus kinase 2/signal transductor and activator of transcription 5 (JAK2/STAT5)
pathway. Growth hormone receptor (GHR), IGF-1 and SOCS3 mRNA expression was meassured
in the liver of rats fed with a low protein diet and with GH stimulation. Protein diet restriction
significantly diminished GHR mRNA and receptor binding sites (p<0.05), but caused a highly
increased SOCS3 gene expression. In diet-restricted rats, GH administration increased GHR
and IGF-I mRNA; however, GHR reached basal levels observed in animals feeding with a high
protein diet. The malnourished group increased SOCS3 gene transcription in response to GH
administration. These results suggested that a reduced hepatic sensitivity to GH was associated
with SOCS3 over-expression. In addition, ubiquitous distribution of SOCS3 and CIS suggests a
role for SOCS proteins as tissue specific modulators of cytokine sensitivity.

Key words: growth hormone, suppressor of cytokine signaling proteins, malnutrition, hormones.

301



UMARNA A., CARRASCO S., SANCHEZ M.

La hormona de crecimiento (GH) tiene diversos
efectos en el crecimiento y metabolismo, resultado
de acciones directas sobre la expresion génica o
indirectas a través del factor de crecimiento similar
alainsulinatipo | (IGF-I) (1). La GH se enlaza a
su receptor en la superficie celular provocando
su dimerizacién y activacién a través de la tirosina
cinasa JAK2. Esta cascada de sefializacion
genera la fosforilacion de las proteinas
transductoras de la sefal y activadoras de la
transcripcion (STAT) en respuesta al complejo
receptor JAK2 fosforilado. Estas proteinas forman
homo o heterodimeros y se translocan al nucleo,
donde estimulan la transcripcion de genes
activados por GH (2,3).

Por otra parte, el dimorfismo sexual es una
caracteristica del desempefio fisiologico de la
hormona. Mientras en machos existe un patron
de pulsatilidad con méximos cada 2 a 3 horas, en
el caso de las hembras la secrecion tiene menor
variacion (4). El patron de secrecion pulsatil es
posible si se cuenta con un sistema apropiado
para la rapida desensibilizacion de la sefal. En
concordancia con esta necesidad, se han
postulado diferentes mecanismos de inactivacion
de la sefializacion, entre ellos, la inhibicién por
fosfatasas (5), la degradacion de intermediarios
por el proteosoma (6) y, mas recientemente, por
proteinas supresoras de la sefializacion por
citocinas (SOCS) (7), cuyos mecanismos de
inhibicion ain no han sido totalmente
establecidos.

Los efectos de la GH se pueden ver alterados en
algunos estados como la malnutricién (8). Un
fendmeno bien conocido es la resistencia a la
accion de la GH que acompania a la desnutricion,
aungue los mecanismos responsables de su
induccion no han sido establecidos. Reciente-
mente se ha sugerido que las proteinas SOCS,
como reguladores negativos, pueden reducir la
sensibilidad de los tejidos a las hormonas y
contribuir a la resistencia hormonal (9).
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El objetivo del presente estudio fue investigar el
papel de las proteinas SOCS en la resistencia a
GH generada por malnutricién mediante el examen
de los cambios en el estado de expresion de los
genes del receptor de GH, IGF-l y SOCS3 en el
higado de ratas que fueron alimentadas con una
dieta alta en proteina y con otra deficiente en
proteina.

Materiales y métodos
Animales

Se utilizaron ratas hembras Sprague Dawley
(n=32) de seis semanas de edad (Alab,
Estocolmo, Suecia) mantenidas bajo condiciones
estandar de luz (12 h), temperatura (22 +2 °C) y
humedad relativa (67%), con libre acceso al agua
y alimento.

Disefio experimental

Los animales se asignaron al azar en dos grupos
(n=16), después de un periodo de adaptacion de
7 dias, un grupo recibié una dieta alta en proteina
(20%) (AP) y el otro se aliment6é con una dieta
baja en proteina (8%) (BP). Las dietas fueron
isocal@ricas con una energia y composicion
descrita previamente (10). Cada uno de los grupos
se dividi6é aleatoriamente en dos subgrupos, a los
cuales se administré solucién salina (9 g NaCl/l)
u hormona de crecimiento humana recombinante
(rhGH, Genotropin®, Suecia) en una dosis de 360
mg/dia durante 14 dias a través de minibombas
osmaticas.

Las ratas fueron sacrificadas por asfixia con CO,,.
La sangre fue recolectada en tubos de vidrio, luego
centrifugada (2.500 rpm, 10 minutos, 4 °C) y el
suero resultante fue almacenado a -20 °C hasta
su analisis. El higado fue extraido y recogido
inmediatamente en nitrégeno liquido y
almacenado a -70 °C. El procedimiento
experimental se desarroll6 de acuerdo con las
consideraciones y guias éticas para trabajo con
animales en experimentacion del Comité de Etica
de Pharmacia, Suecia (10,11).

Cuantificacion de IGF-1

El IGF-I proveniente del higado se extrajo
mediante homogenizacion del tejido con 5 ml de
solucién de extraccion (acido acético al 5%,
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aprotinina 1 pg/ml) por gramo de tejido. El extracto
fue centrifugado, luego se recupero6 la fraccion
sobrenadante, la cual se liofiliz6 para una posterior
reconstitucion con 100 LIl de agua destilada antes
de la cuantificacion del péptido. El IGF-I total en
suero y tejido se determind por radioinmuno-
analisis, con previa extraccion acido-etanélica de
las proteinas de union a IGF (12). En el ensayo
se us6 un anticuerpo policlonal contra IGF-I
(Gropep, Adelaide, Australia) y como estandar IGF-
| recombinante humano (rhiGF-I, Pharmacia,
Suecia). Para evitar la interferencia con las
proteinas de unién remanentes de la extraccion,
se utilizé como trazador 1?>-des(1-3) IGF-I
(Pharmacia, Suecia).

Determinacion del contenido de receptores de
GH (RGH)

Las muestras de higado se lavaron en solucion
de sacarosa 0,25 M, se homogenizé 1 g de tejido
en 1 volumen de sacarosa, se centrifugd a 650 g
durante 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante se
centrifugé a 17.000 g por 30 minutos. El nuevo
sobrenadante se incubo con NaCl 0,1M/MgSO, 1
mM (0,24 ml/10 ml solucién) durante 10 minutos
a temperatura ambiente y luego se centrifugo a
37.000 g por 1 hora para obtener la fracciéon
correspondiente a la membrana. Este residuo se
resuspendié en solucién tamponada de ensayo
(Tris-HCI 0,05 M pH 7,4, albumina sérica humana
al 1%), se homogeniz6 y se guardé en fracciones
a -70 °C hasta su analisis (11). A la preparacién
membranal se le determind el contenido de
proteina por el método de Bradford (13).

Los sitios de enlace a la hormona se determinaron
usando como ligando rhGH marcada con Na I'*
por el método de cloramina T (14) y las membranas
de higado como preparacion del receptor. En el
ensayo se incubaron 100 Ul de trazador (1'% rhGH
0,12 nM, 70 mCi/mg), 100 pl de rhGH sin marcar
(0,17-22 nM) y 100 pl de extracto de membrana
hepatica en tres diferentes concentraciones (0,1,
0,2 y 0,4 mg proteina). El enlace total fue
determinado colocando 100 pl de solucién
tamponada de ensayo, el trazador y la membrana.
Se incub6 a 20 °C durante 16-20 horas con
agitacion continua, luego se adicionaron 750 Ul
de solucién tamponada de ensayo, y se centrifugé
a 5.000 g por 15 minutos. El residuo resultante se
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lavé y se centrifugd y su radioactividad fue
determinada en un contador gamma (Wallac,
Wizard 1400). Los datos fueron analizados
mediante el andlisis de Scatchard (programa
LIGAND) (15).

Cuantificacion de ARN mensajero por
hibridizacién en solucion

Para la extraccion de los &cidos nucleicos del
higado se usé TRIZOL Reagent (Life
Technologies), el cual utiliza una solucién
monofasica de fenol e isocianato de guanidinio
basado en la extraccion clasica de Chomczynski
y Sacchi (16). El ADN total extraido se cuantifico
por el método fluorométrico de Labarcay Paigen
(17) y el ARN mediante lecturas de absorbancia a
260 nm.

Los niveles de ARN mensajero de los diferentes
genes se midieron en las muestras de ARN total
usando el ensayo de proteccién a ARNasas
(11,18,19). Esta metodologia permite la
cuantificacién de ARN mensajeros especificos a
través de sondas de ARN sintetizadas por
transcripcién in vitro. Brevemente, el ARN se
incuba con la ribosonda radioactiva (S*-UTP)
durante 18 a 22 horas bajo condiciones
estandarizadas para cada una de ellas;
posteriormente, esta solucion se trata con
ribonucleasas durante 45 minutos y, una vez
realizada la digestion, el producto es precipitado
con acido tricloroacético y recolectado en filtros
de fibra de vidrio (Whatman GF/C). La radio-
actividad leida en un contador de centelleo liquido
(Beckman LS500TD) se compara con una curva
estandar de cantidades conocidas de ARN
sintetizado in vitro. Para la deteccion de
transcritos de RGH, se emple6 una sonda de 539
pares de bases dirigida a la region extramembranal
del receptor (exones 2-7) (20); para IGF-I, una
sonda de 231 pb que codifica la proteina madura
(exon 3) (21); para SOCS3, fragmento de 209 pb
gue reconoce toda la proteina (22). La
especificidad en la induccion de los genes se
verifico utilizando como control una sonda de 316
pb para GAPDH (exones 5-8; Ambion Inc., USA).

Analisis estadistico

Los datos fueron sometidos a analisis de varianza
de unavia (ANOVA), teniendo en cuenta la prueba
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de Bartlett para homogeneidad de varianzas. Los
valores se consideraron estadisticamente
diferentes cuando p<0,05.

Resultados
Niveles circulantes de IGF-1

En el dia 14 del experimento, los animales con-
trol que recibieron una dieta baja en proteina
mostraron una reduccion significativa (p<0,05) en
el IGF-1 sérico comparado con los valores
iniciales (cuadro 1) y la infusiébn de rhGH no
condujo a un incremento de dichos niveles. En
las ratas alimentadas con dieta alta en proteina,
los niveles circulantes de IGF-1 se mantuvieron
constantes a través del tratamiento.

Efecto de la proteina de la dieta sobre el eje
GH/IGF-I

Con el fin de determinar el papel de la restriccion
proteica en la sefializacion de GH, estudiamos el
efecto sobre el receptor de GH, cuya activacion
da inicio a la cascada de sefializacion (2). La
disminucién del contenido de proteina en la dieta
redujo los niveles del mensajero de RGH y la
infusién continua de GH los incrementé hasta los
niveles basales observados en una dieta alta en
proteina (figura 1a).

El analisis de la proteina mostré una reduccion
significativa (p<0,05) en el nUmero de receptores
de GH como resultado de la restriccion proteica.
De manera similar, el tratamiento con rhGH
incrementé de forma significativa (p<0,05) el
numero de sitios de enlace en los animales de
los dos esquemas nutricionales (figura 1b).

Expresion de IGF-I en higado

La expresién del ARN mensajero del IGF-I se vio
afectada significativamente por el consumo de la
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Figura 1. Efecto de la infusién continua de solucién salina o
rhGH sobre los niveles de ARNm de RGH en el higado (A)
y nimero de RGH (B) en ratas alimentadas con baja proteina
(BP) y alta proteina (AP) durante 14 dias. Los valores
corresponden al promedio de 8 animales y las cotas
representan la desviacion estandar. Las barras que no
comparten la misma letra son estadisticamente diferentes
(p<0,05).

dieta baja en proteina (8%), tal como se ha
informado en otros casos (23). Sin embargo, el
tratamiento con rhGH recuperé los niveles del
mensajero en el higado de estos animales
(figura 2a). Al analizar el contenido de péptido se
encontrd un valor significativamente (p<0,05) mas
bajo en el grupo restringido, pero en contraste con
lo observado con el mensajero, lainfusion de rhGH
no resultd en una elevacién de la concentracion
de IGF-I (figura 2b).

Cuadro 1. Concentracion de IGF-I (ng/ml) en suero de ratas sometidas a consumo de baja proteina (BP) o alta proteina (AP)

con infusién continua de solucién salina o rhGH.

Dieta BP
Promedio DE Promedio DE
Antes del tratamiento (dia 0) 554 127 652 131
Después del tratamiento (dia 14)
Salina 575 50 456* 32
rhGH 516 30 385* 31

Los valores promedio fueron significativamente diferentes de los valores al dia 0, (n=8) *p< 0,05.
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Figura 2 . Efecto de la infusion continua de solucion salina
(m) o rhGH (O)en los niveles de ARNm de IGF-I (A) y en la
concentracion de IGF-1 (B) en higado de ratas alimentadas
con baja proteina (BP) y alta proteina (AP), después de un
periodo de 14 dias. Los valores corresponden al promedio
de 8 animales y las cotas representan la desviacién estandar.
Las barras que no comparten la misma letra son estadistica-
mente diferentes (p<0,05).

Regulacion de la expresion del gen SOCS3
por la GH y la proteina de la dieta

Los animales alimentados con la dieta baja en
proteina (8%) y que recibieron la infusion salina
presentaron contenidos de ARNm de SOCS3
hepético significativamente (p<0,05) mayores en
comparacion con los animales del grupo salino
de alta proteina (figura 3), lo cual indica que la
restriccion nutricional va acompafada de una
elevacion en la transcripcion del gen SOCS3 en
higado. El efecto de la administracion de GH elevd
aun mas dichos valores en los dos grupos
experimentales.

La expresion del gen GADPH no se vio alterada
por la deficiencia nutricional o el tratamiento con
rhGH, lo que nos permitié corroborar que los
cambios observados en la expresion génica de
IGF-I, RGH y SOCS3 fueron especificos de los
tratamientos utilizados.
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Figura 3. Efecto de la infusion continua de GH en los niveles
de ARNm de SOCS3 en higado de ratas alimentadas con una
dieta alta (AP) o baja (BP) en proteina. Los valores
corresponden al promedio de tres datos y las barras que no
comparten la misma letra, son estadisticamente diferentes
(p<0,05).

Discusion

La hormona de crecimiento ejerce efectos
anabolicos sobre las proteinas (24) al igual que el
IGF-1, aunque esta accion es mas variable (25) y
dependiente del suministro adecuado de
aminoécidos (26). La nutricion es, por tanto, un
factor determinante para el desarrollo correcto de
las funciones del eje GH/IGF-I. En humanos, la
desnutricion crénica o el ayuno prolongado entre
7 y 10 dias (27) disminuye hasta 20% la
concentracion sérica de IGF-1y, paradéjicamente,
los niveles de GH son normales o elevados. Esta
condiciébn se conoce como un estado de
resistencia a la accién de la hormona. Varios
estudios han permitido establecer que la
resistencia a GH es el resultado de la contribucién
de cambios a nivel del receptor membranal, asi
como también de defectos post-receptor, pero los
mecanismos moleculares aun no han sido
claramente establecidos.

Utilizando la rata como modelo experimental,
encontramos en un estudio previo (10) que la
restriccion en proteina durante 14 dias produce
una disminucion del crecimiento corporal, evaluado
como la atenuaciéon en la ganancia de peso
asociado con una disminucién en el consumo y
balance total de nitrégeno. En el presente trabajo
se encontré que, ademas del descenso en los
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niveles de IGF-I circulante, la restriccién disminuyé
de manera significativa el contenido de ARNm del
receptor y el nimero de sitios de enlace a GH en
el higado. Se ha descrito que restricciones durante
periodos mas cortos al empleado en el presente
estudio no alteran la capacidad de unién a GH a
pesar de los niveles disminuidos del receptor
(28,29).

Se ha establecido que los efectos in vivo de la
hormona de crecimiento dependen de la forma de
administracion. Las inyecciones son mas efectivas
para estimular el crecimiento somatico, por su
semejanza con el patrén de secrecion pulsatil; en
tanto que, la administracion continua de la hormona
incrementa las concentraciones de IGF-I sérico
en ratas hipofisectomizadas, pero no en ratas
desnutridas (30). Un resultado similar se obtuvo
en las condiciones experimentales del presente
estudio. La infusion de la hormona de crecimiento
a ratas desnutridas no elevo el IGF-I circulante,
no obstante, estimuld la transcripcion del gen IGF-
| hepético, pero el contenido tisular del péptido
permanecié sin cambio. Estudios previos han
mostrado que cuando el suministro de proteina
de la dieta se reduce, se bloquean algunos de los
mecanismos involucrados en la traduccién del gen
IGF-I (31-33). Asi mismo, se disminuye el tamafio
promedio de los polisomas con el consecuente
efecto sobre la eficiencia de la traduccion (34,
35). La estabilidad del mRNA de IGF-I también
puede ser alterada a causa del déficit de proteina.
Por tanto, es posible que dichos cambios
postranscripcionales expliquen el descenso en los
niveles de IGF-I observados en este trabajo. En
la mayoria de los casos, la realimentacién
normaliza los niveles de IGF-1 en suero (36), siendo
el contenido y calidad de la proteina factores
decisivos en el mantenimiento del balance de
nitrégeno.

El presente estudio mostré que la rhGH permite
restaurar los niveles normales de expresion del
receptor en higado y se logra unincremento en la
transcripcién local de IGF-I, sin alcanzar un nivel
comparable al de los controles. Esta situacién se
puede interpretar como un estado de resistencia
alaaccién de la GH, por un defecto post-receptor
inducido por el déficit de proteina. El hecho de
que el numero de receptores hepaticos en los
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animales de la dieta de bajo contenido proteico,
después de recibir larhGH, sea similar al nimero
de receptores en la dieta normal esté indicando
que en condiciones de déficit nutricional las células
responden movilizando y reorganizando los
receptores en su superficie para preservar la
homeostasis del tejido. Por tanto, es probable que
la disminucién en IGF-I no se deba a la pérdida
de receptores sino a un defecto post-receptor.

Un punto clave en la transduccion de la sefial es
la desensibilizacion mediada por el ligando y una
inhibicién por retroalimentacion, que limitan la
intensidad y duracion de la sefial, lo cual evita las
consecuencias inapropiadas de una excesiva
respuesta celular. Por tanto, una posible
explicacion al fenédmeno de resistencia hormonal
puede ser la alteracién de las interacciones
proteina-proteina durante la retroalimentacion
negativa de la sefializacion intracelular.

En concordancia con lo anterior, las proteinas
SOCS han sido identificadas por su capacidad
para inhibir la sefializacion iniciada por citocinas
(37-39) y se ha sugerido que actian mediante un
mecanismo clasico de retroalimentacion negativa
para terminar la sefal (40,41). Esta familia de
inhibidores de la sefalizacién (SOCS 1 al 7y CIS)
son inducidos por citocinas que activan la via
JAK/STAT y, aunque su accion reguladora es el
resultado del enlace a las proteinas JAK activadas
o0 al receptor para inhibir la unién de STAT a su
sitio de anclaje en el receptor fosforilado, los
mecanismos exactos de inhibicién estan por
esclarecerse.

La hormona de crecimiento induce la expresion
de, al menos, tres de estos genes (SOCS3,
SOCS2 y CIS) en diferentes tejidos (7,42),
mostrando, ademas, que la accién de la GH es
controlada por la sobreexpresién de estos genes.
Asi, la sobreexpresion de SOCS3 observada en
los higados de ratas desnutridas puede ser la
causa del fendmeno de resistencia a la hormona
presente en la malnutricién, disminuyendo la
posibilidad de accion de STAT5 sobre el receptor.
Adicionalmente, la distribuciéon ubicua y la
expresion tejido-especifica de los ARN
mensajeros de los genes SOCS observadas en
un trabajo previo (22) podria justificar su funcion
como supresores de la sefializacion, encargados
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de mantener el balance de las vias de
sefializacién activadas por citocinas, en muchas
de las cuales es necesaria la accion conjunta de
los genes SOCS. Sin embargo, debido a la
complejidad del proceso de inactivacion y de
desensibilizacion presentes en la sefializacién de
la hormona de crecimiento, al igual que en otras
citocinas, se requieren mas estudios para
determinar los mecanismos de accion de estos
genes.
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