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Efecto de Estradiol y Testosterona sobre la activacion de la
via JAK2/STAT5 inducida por hormona de crecimiento

Paula Ocaranza, German /ﬁiguez, Maria Cecilia Johnson, Fernando Cassorla.

Abstract: Sex hormones play a major role during pubertal growth. Estradiol (E,) and
testosterone (T) levels progressively increase during puberty and in the presence
of growth hormone (GH), growth velocity increases. Understanding the interactions
between sex hormones and GH, may optimize the treatment of pubertal children
with growth disorders. The aim of our study was to investigate possible molecular
mechanisms which might potentiate longitudinal growth during puberty due to E,
or T combined with GH. We evaluated the GH/JAK2/STAT5 signaling pathway in
the human hepatoma cell line HEPG2. Our results suggest that sex hormones
potentiate the GH signaling pathway in a dose dependent fashion. Relatively low
concentrations of E, associated with GH induce a substantial activation of the GH
pathway, whereas relatively high concentrations of T associated with GH produce
a similar effect. These findings are concordant with the physiology of the pubertal
growth spurt, which is an early event in girls (when E, circulating levels are low),
and a late event in boys (when T circulating levels are high).
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Resumen: Las hormonas sexuales, modulan el crecimiento durante la pubertad.
Los niveles de estradiol (E,) y testosterona (T) aumentan progresivamente durante
la pubertad y en combinacion con la hormona de crecimiento (GH), producen un
incremento en la velocidad de crecimiento en este periodo conocido como el “estiron
puberal”. El estudio de la interaccion entre las hormonas sexuales y la GH, es de
gran importancia para optimizar el tratamiento de nifios(as) con alteraciones del
crecimiento durante la pubertad. El objetivo de nuestro estudio fue investigar los
posibles mecanismos que podrian potenciar el crecimiento longitudinal durante la
pubertad, en especial las interacciones entre E, o T en combinacion con GH. Se
evalud la activacion de la via de sefnalizacion GH/JAK2/STATS5 frente al estimulo
combinado con estas hormonas en cultivos celulares de hepatoma humana HEPG2.
Nuestros resultados sugieren que existe un efecto potenciador de las hormonas
sexuales sobre la via de sefalizacion de GH. Observamos que concentraciones
relativamente bajas de E, junto con GH producen una clara activacion de la via
de sefalizacion para GH, mientras que concentraciones relativamente altas de T
junto con GH producen una activacion similar. Estos hallazgos son concordantes
con la fisiologia del estiron puberal, que es mds precoz en nifias (cuando los ni-
veles circulantes de E, son bajos), y méas tardios en varones (cuando los niveles
circulantes de T son altos).
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Introduccidn

El crecimiento lineal en los seres humanos se caracteriza
por una velocidad de crecimiento muy alta durante la etapa
fetal, una desaceleracion relativa del crecimiento luego del
nacimiento, una fase prolongada de crecimiento estable durante
la niflez y un estirdn puberal durante la adolescencia. La etapa
de crecimiento acelerado durante la pubertad depende de la
interaccion entre el eje somatotréfico y las hormonas sexuales,
pero no se han establecido los mecanismos especificos que
modulan esta interaccion.

La GH es una proteina de 22 kDa, producida por la glandula
pituitaria que activa al receptor de hormona de crecimiento
(GHR)'. El GHR no presenta actividad quinasica intrinseca,
pero el cambio conformacional inducido por la unién del ligando
induce la activacion de la familia tirosina quinasa asociada a
receptores Janus quinasa (JAK)2. La proteina JAK2 se asocia
constitutivamente con el GHR, autofosforilandose y fosforilando
al receptor. Estas tirosinas fosforiladas forman sitios de
union para varias proteinas como la familia STATs (proteinas
transductora de sefales y activadoras de la transcripcion)34.
Luego de la unién de GH, las proteinas STATs son reclutadas
por el complejo GH/GHR/JAK2, son fosforiladas, produciendo
la dimerizacion de las STATs y su translocacion hacia el nucleo,
donde se unen al ADN iniciando la transcripcion de distintos
genes blancos, entre los cuales se encuentra IGF-1*%¢7. A pesar
que son varios los factores que contribuyen al crecimiento lineal
durante la infancia, nifiez y la adolescencia, existe consenso
que la IGF-I es el principal efector final.

El efecto de las hormonas sexuales como los andrégenos
y los estrégenos sobre el crecimiento, es complejo. Los
esteroides sexuales pueden tener un efecto directo sobre el
crecimiento longitudinal de los huesos y un efecto indirecto
sobre la secrecion de GH por la glandula pituitaria®. El efecto
de los andrdgenos sobre la secrecion pituitaria de GH es
mediada a través de los estrégenos tanto en nifias como en
ninos®®. Sin embargo, existe relativamente poca informacion
sobre la posible potenciacion de la sensibilidad a GH inducida
por los esteroides sexuales durante la pubertad.

El objetivo de este estudio fue investigar el mecanismo
molecular mediante el cual se potencia el crecimiento durante la
etapa puberal debido a la presencia de las hormonas sexuales
en combinacioén con la hormona de crecimiento. Para responder
este objetivo, se evalud in vitro la activacion de JAK2 y STAT5b
al estimular con distintas dosis de estradiol o testosterona en
presencia de GH en un modelo celular.

Materiales y métodos
Quimicos

La hormona de crecimiento recombinante humana (rhGH)
fue donada por el Dr. A.F. Parlow (National hormone and
peptide program, NIH, USA). El medio Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM)-baja concentracion de glucosa, 17p-estradiol
(E,) y testosterona (T) se obtuvieron de Sigma (St. Louis, Mo,
USA). El tampdn fosfato de Dulbecco (DPBS), penicilina/
estreptomicina y fungizona se adquirieron en Invitrogen (Grand
Island, NY, USA). El suero fetal bovino inactivado (SFB) es de

BioWest (Biopharm). El estandar de peso molecular se obtuvo
de Fermentas (Burlington, Ontario, Canada).

Cultivos Celulares

Se utilizé la linea celular de hepatoma humana HEPG2
(ATCC CRL-10741) para los distintos ensayos. Los cultivos se
propagaron en placas de 60 mm? en medio DMEM suplementado
con SFB al 10%, penicilina 50 IU/mL, estreptomicina 50 mg/
mL y fungizona 0,25 mg/mL. Los cultivos se mantuvieron a
37°C en una atmosfera de 5% CO, hasta su uso.

Estudios de tiempo-respuesta de las hormonas
esteroidales y de hormona de crecimiento

Se realizaron estudios de tiempo-respuesta para cada
hormona que consistié en una preincubacion inicial con la
hormona esteroidal (E, o T) durante 24h seguido de una
coestimulaciéon durante 15 min en presencia de la hormona
esteroidal mas rhGH (40 ng/mL). Estudios realizados en nuestro
laboratorio en cultivos de fibroblastos de piel muestran que son
necesarias concentraciones de rhGH de al menos 200 ng/mL
para activar la via de sefalizacion de GH en este modelo celular,
modelo poco sensible a la estimulaciéon con fhGH'™. La células
HEPG2 es una buena respondedora al tratamiento con rhGH,
se necesitan menores concentraciones para estimular la via
GH/JAK2/STATS5b'". Las concentraciones de E, estudiadas
fueron 0, 20, 50, 100 y 200 pg/mL, estas concentraciones
bajas son las observadas en nifias prepuberales y las altas en
mujeres post menarquia. Las concentraciones de T estudiadas
fueron 0, 1, 2.5, 5y 10 ng/mL y estas concentraciones se
establecieron considerando niveles observados en nifos
durante la transicion de prepubertad a adolescencia.

Extraccidn de proteinas citoplasmadticas

Los cultivos de HEPG2 se privaron de suero y se estimularon
con distintas concentraciones de hormonas esteroidales durante
24h en presencia o ausencia de la coestimulacién con rhGH.
Los extractos de la fraccion citoplasmatica se prepararon
segun lo descrito por Schreiber y cols. (1989)'? y el contenido
proteico se determind con el ensayo de Bradford (1976).

Analisis del contenido proteico mediante inmunoblots
Los extractos proteicos se resolvieron mediante SDS-
PAGE al 10% bajo condiciones reductoras y se transfirieron
a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad, Richmond, USA).
Las membranas se bloquearon con BSA 3% durante 1h para
luego incubar a 4°C por 16h con el anticuerpo correspondiente.
Luego de varios lavados, se incubd 1h con el anticuerpo
secundario correspondiente y las proteinas se visualizaron por
quimioluminiscencia (Pierce ECL Western Blotting Substrate
Kit; Pierce, Rockford, IL, USA) utilizando el equipo Discovery
10gD Ultralum con el software Ultraquant (version 6.0.0.344).
Las intensidades de las bandas se cuantificaron usando el
programa Image J 1.38x (NIH). Los anticuerpos utilizados
fueron: anti-fosfo-STAT5-Tyr%*4 1:2500, anti-fosfo-JAK2-Ty'007/1008
1:2000 and anti-JAK2 1:2000 (Cell Signaling Technology de
Danvers, MA, USA); anti-STAT5 1:2000 (Boster Biological



Technology de Pleasanton, CA, USA), y anti-B-actina 1:100.000
(Sigma Aldrich) utilizado como control interno. Los anticuerpos
secundarios anti-rabbit IgG o anti-mouse IgG conjugados con
peroxidasa fueron de Rockland 1:10.000 (Gilbertsville, PA, USA).

Andlisis estadistico

Los resultados se expresaron como el promedio+EEM.
Los datos se compararon con respecto a su basal mediante
los andlisis estadisticos de Kruskal Wallis seguido por Dunn.
El n para cada estimulo fue de al menos 5. Para el andlisis de
los datos se utilizé el Programa SPSS v21 y los valores de P
<0,05 se consideraron como significativos.

Resultados
Activacion de la via de sehnalizacion de hormona de
crecimiento en células HEPG2

Para evaluar la activacién de la via de sefalizacion de
GH, cultivos de HEPG2 se estimularon con una concentraciéon
unica de rhGH correspondiente a 40 ng/mL durante 15 min.
Transcurrido el tiempo de estimulacion, se evalué mediante
inmunoblot los niveles de fosforilacion de JAK2 y STAT5 en
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el citoplasma. En la Figura 1A se observa un aumento en los
niveles de fosforilacién de JAK2 en comparacion a la condicion
sin estimulo (0,34+0,1 unidades arbitrarias (UA) vs 0,77+0,06
UA; *p<0,05). Resultados similares se obtuvieron para STAT5
frente al estimulo con rhGH (Figura 1B) (0,34+0,1 UA vs
0,90+0,06 UA; *p< 0,05).

Efecto de estradiol y testosterona sobre la fosforilacion de
JAK2 y STAT5 en células HEPG2

Se estimularon las células con concentraciones crecientes
de E, entre 20-200 pg/mL durante 24h y los resultados obtenidos
se compararon con la condicion basal (ausencia de E,). Se
puede observar que tanto JAK2 (Figura 2A) como STATS5 (Figura
2B) no modificaron sus niveles de fosforilacion al estimular
con E,. Al evaluar el posible efecto de T en concentraciones
crecientes entre 1-10 ng/mL sobre la activacion de JAK2
(Figura 3A) y de STATS5 (Figura 3B) se observo que tampoco
se modificaron al estimular sélo con T. Estos resultados indican
que tanto el E, como la T en forma aislada no producen una
activacion de la via de sefalizacion JAK2/STAT5 asociada a
GH en células HEPG2.
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Figura 1. Activacion de la via de hormona de crecimiento en células HEPG2 mediante la estimulacién con rhGH. Cultivos de células HEPG2 se estimularon durante 15
minutos con rhGH [40 ng/mL]. Las proteinas se estudiaron utilizando la técnica de inmunoblot (A) Cuantificacion de la fosforilacién de JAK2 en células HEPG2 en respuesta
a rhGH. (B) Cuantificacion de la fosforilacién de STAT5 en células HEPG2 en respuesta a rhGH. Los valores se expresan como prom + EEM. *p< 0,05 (n=5).
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Figura 2. Activacion de la via de hormona de crecimiento en células HEPG2 mediante la activacién de estradiol. Cultivos de células HEPG2 se estimularon
durante 24 h con concentraciones crecientes de E,. Transcurrido el tiempo de estimulacién, las proteinas se estudiaron utilizando la técnica de inmunoblot. (A)
Cuantificacion de la fosforilacién de JAK2 en células HEPG2 en respuesta a E,. (B) Cuantificacion de la fosforilacion de STATS en células HEPG2 en respuesta a

E,. Los valores se expresan como prom + EEM. ns= no significativo (n=5).
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Efecto combinado de hormona de crecimiento més estradiol
o testosterona sobre la activacion de JAK2 y STAT5b en
células HEPG2

Teniendo como antecedente que el E, y la T solas no son
capaces de activar directamente la via JAK/STAT, cultivos de
células HEPG2 se preincubaron con distintas concentraciones
de E, o T durante 24h para luego agregar una concentracion
de 40 ng/mL de rhGH durante 15 minutos.

La figura 4 muestra el efecto de la combinacion de estimulos
de E, mas rhGH (E_+rhGH) sobre la activacion de JAK2 y
STAT5b. Al estimular con E_+rhGH se evidencié un aumento en
los niveles de fosforilacion de JAK2 (Figura 4A) con todas las
concentraciones de E, estudiadas en comparacion al estimulo
unico de rhGH (0,82+0,006 UA). Es importante destacar que el
mayor nivel de fosforilacion de JAK2 se observd la concentracion

E,+GH menor de E, utilizada (20 pg/mL; 1,52+0,14 UA vs
0,82+0,006 UA; *p< 0,05). La figura 4B muestra un aumento
en los niveles de fosforilacién de STAT5 citoplasmatica al
estimular con rhGH; sin embargo, este efecto no se incremento
al preincubar con distintas concentraciones de E,.

Por otro lado, al preincubar los cultivos con concentraciones
crecientes de T mas rhGH, se observé que los niveles de
fosforilacion de JAK2 se incrementaron a medida que aumentan
las concentraciones de T (Figura 5A), alcanzando diferencia
significativa con las concentraciones de T de 5 ng/mL (1,35+0,23
UA vs 0,87+0,03 UA) y 10 ng/mL (1,85+0,21 UA vs 0,87+0,03
UA). Ademas, la fosforilacion de STAT5 citoplasmatica (Figura
5B) aumentd sélo ante la presencia de rhGH y la més alta
concentraciéon de T (10 ng/mL) en comparacién a rhGH sola
(0,82+0,04 UA vs 1,32+0,02 UA *p<0,05).

Figura 3. Activacién de la via de hormona
de crecimiento en células HEPG2 mediante
la activacion de testosterona. Cultivos de
células HEPG2 se estimularon durante 24 h con
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Figura 4. Efecto de la preincubaciéon de
estradiol y hormona de crecimiento sobre
la via transducciénal de GH. Cultivos de
células HEPG2 se estimularon durante 24 h
con concentraciones crecientes de E, y luego
coincubaron durante 15 min con E, més rhGH.
Transcurrido el tiempo de estimulacién, las
proteinas se estudiaron utilizando la técnica de
inmunoblot. (A) Cuantificacion de la fosforilacion
de JAK2 en células HEPG2 en respuesta a la
coincubacién de E, y rhGH. (B) Cuantificacion
de la fosforilacién de STAT5 en células HEPG2
en respuesta a la coincubacién de E, y rhGH.
Los valores se expresan como prom + EEM.
*p< 0,05 (n=5).
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Figura 5. Efecto de la preincubaciéon de
testosterona y hormona de crecimiento sobre
la via transducciénal de GH. Cultivos de
células HEPG2 se estimularon durante 24 h
con concentraciones crecientes de T y luego
coincubaron durante 15 min con T mas rhGH.
Transcurrido el tiempo de estimulacién, las
proteinas se estudiaron utilizando la técnica de
inmunoblot. (A) Cuantificacion de la fosforilacion
de JAK2 en células HEPG2 en respuesta a la
coincubacién de Ty rhGH. (B) Cuantificacion
de la fosforilacién de STAT5 en células HEPG2
en respuesta a la coincubaciéon de Ty rhGH.
Los valores se expresan como prom + EEM.
*p< 0,05 (n=5).




Discusion

El crecimiento postnatal en humanos presenta etapas
independientes (prenatal) y dependientes (postnatal) de
GH™. La GH secretada desde la pituitaria de manera género
dependiente se traduce en un patrén de secrecion que lleva a
diferencias en la expresion de genes principalmente de STAT5b™.
Ademas, la produccion de GH y su liberacion se encuentra
significativamente afectada por las hormonas sexuales. De
hecho, los niveles de GH y estrégenos muestran una asociacion
positiva tanto en nifias como nifios prepuberales’®.

En este estudio, exploramos el posible efecto potenciador
de E, o T sobre la capacidad de GH para activar la via JAK2/
STAT5 en una linea celular hepatica humana. Esta linea celular
presenta todos los componentes de la via de sefalizacion
de GH, por lo que JAK2/STAT5b son rapidamente activados
cuando son estimulados con rhGH.

En el presente trabajo encontramos que al estimular estas
células durante 24 horas con concentraciones relativamente
bajas de E, mas 15 min con rhGH, la activacion de JAK2 aumenta
un 85% en comparacion a la inducida por rhGH sola. Por otro
lado, la activacion de JAK2 aumenta un 112% al estimular
con rhGH y concentraciones altas de T en comparacion con
el estimulo con rhGH sola. Nuestros resultados sugieren que
existiria un efecto potenciador de las hormonas sexuales sobre
la via de sefalizacion de GH ya que la estimulacién unica con
E, o T, incluso a altas concentraciones de cada una de estas
hormonas no modifican la fosforilacién de JAK2 o de STAT5b.

La estimulacion con E, o T seguido de una coincubacion con
rhGH activé a STAT5b citoplasmatico a niveles de fosforilacion
similares a los observados con la estimulacién de rhGH por si
sola. Esta mantencion en la forma fosforilada de STAT5b, podria
indicar que luego de la activacion de STAT5b en el citoplasma,
éste es rapidamente translocado hacia el nucleo actuando
como factor de transcripcidn para genes especificos como
IGF-I e IGFBP-3s"8, Estos resultados plantean la necesidad
de estudiar la activacién de STAT5b nuclear inducida por la
preincubacion con E, a bajas concentraciones y el posterior
estimulo con rhGH.

Al finalizar la pubertad, las altas concentraciones
sistémicas de GH encontradas durante esta etapa disminuyen
a concentraciones similares a las observadas durante la
prepubertad independientemente de las concentraciones
crecientes de las hormonas sexuales'. Estos antecedentes
indican que existen concentraciones criticas de E, presentes
durante la pubertad, que aumentarian la sensibilidad tisular a
GH. Por otro lado, en nifios con pubertad precoz tratados con
analogos de GnRH, se produce una inhibicién de la secrecion
de esteroides sexuales por las génadas y de GH por la glandula
pituitaria, lo que reduce los niveles circulantes de IGF-I2°2',
Nuestros resultados sugieren que la reduccion de los niveles
de esteroides sexuales podria ademas afectar la sensibilidad
tisular a GH, lo que podria afectar el crecimiento lineal de los
pacientes con pubertad precoz tratados con analogos de GnRH.

Existe evidencia que concentraciones altas de E, pueden
acelerar el cierre de la placa de crecimiento sin incrementar la
velocidad de crecimiento? mientras que concentraciones bajas
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de E, favorecen el crecimiento lineal®. Esta literatura concuerda
con nuestros resultados obtenidos con una concentracion
relativamente baja de E, (20 pg/mL, observado en nifias durante
elinicio de la pubertad), induce una mayor activacion de la via
JAK2/STATS5. Por otro lado, una concentracion relativamente
alta de E, (200 pg/mL, observado en mujeres adultas), favorece
la activacién de la via JAK2/STATS5 inducida por GH. Nuestros
datos indican que se requieren concentraciones relativamente
bajas de E, junto con GH para una mayor activacion de la via
de sefalizacidon de GH en nuestra linea celular.

Por otro lado, el efecto de T sobre esta via de sefializacion
intracelular se observa preferentemente con concentraciones
relativamente elevadas de este esteroide. Cabe mencionar que
estas concentraciones de T pueden inducir este efecto sobre la
via JAK2/STAT5 debido a su conversién a E, por accion de la
enzima aromatasa. En este sentido, seria util estudiar el efecto
de un andrégeno no aromatizable como la dihidrotestosterona
sobre esta via de sefalizacion intracelular para GH.

Existe escasa informacion sobre la posible modulacion
de la sensibilidad tisular para GH inducida por los esteroides
sexuales. Uno de ellos, utilizé la linea celular renal humana
HEK293 que no expresa constitutivamente los receptores para
GHy E,*, por lo que debieron transfectar las células. Los autores
demostraron que el E, en concentraciones suprafisiologicas
(272-27200 pg/mL) induce la expresion de SOCS2 lo que
inhibe la sefalizacién de JAK2/STAT5b?. Un estudio posterior
realizado en la linea celular de hepatoma humana HuH?7,
utilizando las mismas concentraciones suprafisiolégicas de
E,, indicé que tanto SOCS2 como SOCSS3 son inducidos
frente al estimulo con E, mas GH, inhibiendo la via de GH®.
Por el contrario, nosotros encontramos un efecto potenciador
a concentraciones relativamente bajas de E, sobre la via de
sefalizacion de JAK/STAT5b inducida por GH.

Sugerimos como mediador clave entre las vias de sefializacion
GH/E,(T) ala proteina SOCS2, proteina que tendria una funcion
dual segun la concentracion de E, presente en el medio. A
bajas concentraciones de E, coincubadas con rhGH, SOCS2
podria estar favoreciendo la via de sefalizacién de JAK2/
STATS5 debido a la inhibicidn directa sobre SOCS3 descrito
en lineas celulares HEK293-T y 3T3-F442A2%6:27, Por otro lado,
frente a concentraciones altas de E, coincubadas con rhGH,
el aumento en el contenido proteico de SOCS2 inhibiria la via
de GH evitando la fosforilaciéon de JAK2 y permitiria la accion
de SOCS3 que se ha descrito como un inhibidor mas potente
de la via de sefalizacién de GH?%%,

En resumen, nuestros resultados indican que concentraciones
relativamente bajas de E, y relativamente altas de T modularian
la sensibilidad tisular a GH, particularmente en la via de
sefnalizacion GH/JAK2/STATS5 en células HEPG2. Estos
hallazgos son concordantes con la fisiologia del estiron puberal,
gue es mas precoz en nifias (cuando los niveles circulantes de
E, son bajos), y mas tardios en varones (cuando los niveles
circulantes de T son mas altos).
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