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Resumen 
_________________________________________________________________________ 

REGULACIÓN HORMONAL Y PAPEL FUNCIONAL DE LA MAP QUI NASA 

FOSFATASA-1 (MKP-1) EN CÉLULAS ESTEROIDOGÉNICAS 

Las MAP quinasas fosfatasas (MKPs) son componentes regulatorios importantes en 

aquellos procesos fisiológicos en los cuales participan las MAPKs debido a su capacidad de 

inactivar específicamente a estas enzimas. En este trabajo se analizó el rol funcional y la 

regulación transcripcional y post-traduccional de MKP-1 en células esteroidogénicas. 

Demostramos que hCG y AMPc incrementan los niveles de MKP-1 por mecanismos 

transcripcionales y post-traduccionales. Los resultados obtenidos indican que hCG/AMPc 

promueven la fosforilación de MKP-1 por acción de PKA y ERK1/2 y que esta modificación 

promueve su estabilización. También demostramos que esta fosfatasa se localiza tanto en 

núcleo como en mitocondrias. En lo que respecta al papel funcional de MKP-1, se 

comprobó que la expresión de MKP-1 inhibe la producción de esteroides por su capacidad 

de interferir con la inducción de StAR, una proteína clave para la esteroidogénesis.   

En conclusión, en este trabajo demostramos que LH/ACTH, además de promover la 

activación de enzimas necesarias para la síntesis de esteroides como ERK1/2, también 

dispara la activación de mecanismos que contribuyen a la inactivacion de esta enzima. Se 

concluye que el aumento en la expresión de MKP-1 y la estabilización de la proteína por 

acción de hCG/AMPc es un mecanismo clave para el cierre de la acción hormonal sobre la 

esteoidogénesis. 

 

Palabras claves: MKP-1, Fosforilación, LH, Esteroidogénesis, StAR. 



Abstract 
____________________________________________________________________________ 

HORMONAL REGULATION AND FUNCTIONAL ROLE OF MAP KINA SE 

PHOSPHATASE-1 (MKP-1) IN STEROIDOGENIC CELLS 

MAP kinase phosphatases (MKPs) are important regulatory components in the 

physiological processes in which the MAPKs are involved, due to its ability to inactivate 

specifically these enzymes. In this study we have analyzed the functional role and 

transcriptional and post-translational regulation of MKP-1 in steroidogenic cells.  

We show that hCG and cAMP increase MKP-1 levels by transcriptional and post-

translational mechanisms. The results indicate that hCG/cAMP promotes MKP-1 

phosphorylation by PKA and ERK1/2 action and that this modification promotes its 

stabilization. We also show that this phosphatase is localized in nucleus and mitochondria. 

Regarding the functional role of MKP-1, it was found that the expression of MKP-1 inhibits 

the production of steroids by its ability to interfere with the induction of StAR, a key protein 

for steroidogenesis.  

 In conclusion, in this work we demonstrate that LH/ACTH, in addition of promoting the 

activation of ERK1/2, which is necessary for steroid synthesis, also triggers the activation of 

mechanisms that contribute to the inactivation of this enzyme. We show the increased 

expression of MKP-1 and stabilization of the protein by hCG/cAMP action, as a key 

mechanism for the closure of hormone action on steroidogenesis. 

 

Key words: MKP-1, Phosphorylation, LH, Steroidogenesis, StAR. 
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MAPKK: MAP quinasa quinasa 
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MEK1/2: MAP quinasa quinasa (MAPKK) de ERK1/2 
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pGT: Poli-glutámico-tirosina 

PKC: Proteína quinasa dependiente de calcio y fosfolípidos 

PLC: Fosfolipasa C 

RIA: Radioinmunoánalisis 

Raf: MAP quinasa quinasa quinasa (MEKK) 
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StAR: Steroidogenic Acute Regulatory Protein 
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TSPO: Translocator protein  

VDAC: Voltage-dependent anion-selective channel 
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I. MECANISMOS DE TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES  

I.1. GENERALIDADES  

Una de las principales características de los organismos vivos es su capacidad de 

adaptarse a los continuos cambios del medio ambiente para garantizar su supervivencia. 

Esta necesidad de adaptación ha permitido el desarrollo en los distintos organismos vivos, 

desde los organismos unicelulares hasta los organismos pluricelulares más complejos, de 

sistemas apropiados para sensar la información del medio que les rodea y responder 

apropiadamente. Estos mecanismos y la capacidad de los organismos de elaborar 

respuestas altamente específicas en el marco temporal apropiado aseguran la 

homeostasis. Los cambios en el medio ambiente, que denominaremos señales 

extracelulares, comprenden diversos estímulos, que pueden ser físicos o químicos.  

Algunas de las señales de naturaleza física pueden ser cambios en la temperatura del 

medio, estrés osmótico o presencia de drogas en el medio extracelular. Está ampliamente 

documentado que el incremento de la temperatura del medio conduce a un aumento en la 

expresión de proteínas de choque térmico (Heat Shock Proteins, HSP), con la consecuente 

alteración en el patrón de expresión génica, y en algunos casos, de proteínas relacionadas 

con la vía de las MAPKs [1]. En lo que respecta al estrés osmótico, es conocido que la 

exposición de determinadas células a condiciones de osmolaridad variable conduce a 

respuestas adaptativas que involucran cambios en el perfil de expresión de genes [2]. 

Con respecto a las señales extracelulares de origen químico podemos mencionar 

moléculas de naturaleza muy diversa tales como proteínas, péptidos, aminoácidos, 

esteroides, derivados de ácidos grasos y hasta gases disueltos, como el óxido nítrico y el 

monóxido de carbono. Un ejemplo de este tipo de señales es el constituido por las 

hormonas proteicas luteinizante (LH) y adrenocorticotrofina (ACTH), las cuales promueven, 

a través de la expresión de diferentes genes, la síntesis de esteroides en sus respectivos 

tejidos blanco [3, 4]. Otras moléculas pequeñas y de naturaleza gaseosa como el óxido 

nítrico y el monóxido de carbono también actúan como importantes estímulos celulares [5]. 
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El conjunto de procesos por el cual una señal extracelular es transformada en una 

señal intracelular se conoce como mecanismo de transducción de señales. Este 

mecanismo por el cual las señales extracelulares conducen a una respuesta específica por 

parte de la célula involucra al menos tres pasos: en primer lugar, la captación de las 

señales externas en la superficie celular, mediante los receptores de membrana, o 

mediante receptores intracelulares en el caso de que la señal atraviese libremente la 

membrana de la célula. En segundo lugar, la generación y la transmisión intracelular de las 

señales por medio de interacciones proteína-proteína, y por último, la ejecución de la 

respuesta.  

Aunque la variedad de señales tanto físicas como químicas a las cuales las células 

pueden responder es extremadamente amplia, la evolución ha seleccionado y 

perfeccionado sólo una serie limitada de cadenas de transducción de señales capaces de 

generar una respuesta apropiada para cada estímulo en diferentes tipos celulares. Esta 

convergencia en unas pocas cascadas de transducción, comunes en plantas y animales, 

ocurre en primer lugar en los dominios efectores de los receptores celulares, los que están 

representados por unos pocos tipos fundamentales de los cuales se hablará más adelante.  

Por otro lado cada tipo celular presenta maquinarias efectoras específicas, de tal 

forma que las señales generadas en la cascada de transducción de dos o más estímulos, 

aún siendo idénticos, pueden activar una respuesta distinta en cada tipo celular. Esta 

maquinaria de señalización está conformada por una diversidad de enzimas, en su mayoría 

proteínas quinasas y fosfatasas. Quinasas y fosfatasas actúan sobre proteínas específicas 

cuya actividad biológica experimenta cambios como consecuencia de la modificación 

estructural producida por estas enzimas. El ejemplo característico de esto lo constituye la 

modificación de una actividad enzimática como consecuencia de la fosforilación o 

desfosforilación. En otros casos la transducción de la señal modifica la actividad de factores 

de transcripción, por lo tanto el estímulo externo promueve cambios en la actividad génica.  

Las respuestas desencadenadas por las señales extracelulares incluyen la regulación 

de la expresión genética, la regulación de una vía metabólica, o la locomoción celular por 

medio de cambios en el citoesqueleto. La activación de genes provoca la expresión de 

diferentes proteínas, desde proteínas reguladoras de la actividad metabólica hasta factores 

de transcripción. Debido a que los cambios en la actividad o expresión de factores de 
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transcripción pueden activar aún más genes, un estímulo inicial puede activar a través de la 

transducción de señales, la expresión de una gama entera de genes y una gran diversidad 

de eventos fisiológicos.  

En este trabajo de Tesis se analizaron aspectos del mecanismo de acción de las 

hormonas LH y ACTH, por lo cual en esta introducción se describirán algunas moléculas 

involucradas en los mecanismos de transducción de señales desencadenados por acción 

de hormonas en general, pero con particular énfasis en aquellas que participan en la acción 

de las hormonas antes mencionadas. 

I.2. RECEPTORES HORMONALES 

Las células que responden a una dada hormona poseen moléculas capaces de 

reconocer y unir estas hormonas con alta afinidad y especificidad. A estas moléculas se las 

denomina receptores. Un grupo importante de hormonas son de naturaleza liposolubles y 

esto les confiere la capacidad de difundir a través de las membranas e interactuar con 

receptores intracelulares, como es el caso de las hormonas tiroideas. Sin embargo, la gran 

mayoría de las hormonas son de naturaleza proteica, que por su hidrofilicidad y tamaño no 

pueden atravesar libremente las membranas celulares. Estas moléculas se unen a 

receptores ubicados en la superficie de las células. Las hormonas esteroides son un caso 

particular, ya que pese a ser pequeñas y de naturaleza liposoluble, presentan receptores de 

ambos tipos: de membrana e intracelulares [6].  

Como se comentó anteriormente, los receptores de membrana son estructuras que 

participan en la transmisión de la información desde el espacio extracelular hacia el interior 

de la célula. Este flujo de información requiere la participación de otras moléculas altamente 

específicas, además de los receptores, cuya acción coordinada constituye lo que 

denominamos mecanismo de transducción de señales. Todos los receptores de membrana 

tienen al menos un dominio extracelular donde se localiza el sitio de unión al ligando y un 

dominio citoplasmático. La interacción del receptor con el ligando altera la estructura del 

receptor, incluyendo el (o los) dominio(s) intracelular(es). Sin embargo, estos cambios 

estructurales no son suficientes para dar una respuesta apropiada, porque están 
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restringidos a un pequeño número de receptores en la membrana de la célula. La 

información transmitida por el ligando, llamado mensajero primario, debe ser transducida en 

otra forma que altere la bioquímica de la célula.  

Para un grupo de hormonas la unión a su receptor promueve la actividad tirosina 

quinasa del mismo, es por esto que llevan el nombre de receptores tirosina quinasa (RTKs) 

[7, 8]. La unión de sus ligandos desencadena la autofosforilación del receptor en residuos 

de tirosina y dicha modificación promueve la capacidad del mismo de catalizar la 

fosforilación en tirosina de otros sustratos necesarios para transmitir la información al 

núcleo [9].  

Existe otra familia muy amplia de receptores cuyos miembros exhiben una 

característica estructural común que consiste en la presencia de 7 regiones 

transmembrana, motivo por el cual se los denomina 7TMS (Trans-Membrane Segments). 

Estos receptores presentan el extremo amino en el espacio extracelular y el extremo 

carboxilo en el espacio citoplasmático [10] y estan asociados a un tipo particular de 

proteínas denominadas proteínas G, de las que se hablará a continuación.  

Ambos tipos de receptores desempeñan un papel crucial en el control de procesos 

celulares básicos como la proliferación, la migración, el metabolismo, la diferenciación y la 

supervivencia celular. Como se describirá a continuación, gran parte de los ligandos que se 

unen a receptores de membrana del tipo 7TMS o RTKs utilizan pequeñas moléculas, 

llamadas segundos mensajeros, para transducir la información al interior de la célula 

haciendo posible el efecto biológico. 

I.3. PROTEÍNAS G Y SEGUNDOS MENSAJEROS  

El funcionamiento de los receptores 7TMS está vinculado con un grupo de proteínas 

que unen nucleótidos de guanina, denominadas proteínas G. Estas proteínas están 

constituidas por 3 subunidades: α, β y γ. La caracterización de estas subunidades muestra 

la existencia de un amplio número de isoformas que han sido agrupadas en cuatro familias: 

αs, αi, αq, α12 [11]. La unión de la hormona al receptor promueve el intercambio de GDP 

por GTP en la subunidad α de la proteína G y la disociación de la subunidad α-GTP del 
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dímero βγ. A continuación, α-GTP y el dímero βγ inician las respuestas intracelulares 

activando una variedad de moléculas efectoras. El papel funcional de las subunidades α, 

ampliamente descripto, incluye la activación de diferentes moléculas efectoras tales como 

enzimas, canales iónicos, transportadores de iones, etc. [12]. En contraste, la función de los 

dímeros βγ no ha sido tan ampliamente caracterizada. Sin embargo, actualmente se conoce 

que estas subunidades tienen también un rol en la señalización intracelular. A modo de 

ejemplo puede mencionarse que estos dímeros son capaces de activar rutas bioquímicas 

que conducen a la activación de una familia de proteínas quinasas que se conoce con el 

nombre de quinasas activadas por mitógenos (Mitogen Activated Protein Kinases, MAPKs) 

[13].  

Algunas de las enzimas cuya actividad se altera como resultado del acople entre el 

receptor y la correspondiente subunidad α-GTP son fosfolipasas, fosfodiesterasas y adenilil 

ciclasas, entre otras. La activación de estas enzimas promueve un aumento en la 

concentración intracelular de pequeñas moléculas que amplifican la señal disparada por la 

hormona. A estas moléculas se las denomina segundos mensajeros. La adenilil ciclasa, por 

ejemplo, cataliza la formación de AMPc a partir de ATP.  

Otros segundos mensajeros particularmente importantes y cuya concentración 

aumenta en respuesta a la activación de receptores acoplados a proteínas G son: inositol 

1,4,5-trifosfato (IP3), diacilglicerol (DAG), Ca2+ y GMPc. Por ejemplo, el IP3 es un 

mensajero soluble que se une a receptores específicos en la membrana del retículo 

endoplásmico y esta unión provoca la salida de Ca2+ de esta organela. Por otro lado el DAG 

es un mensajero que permanece anclado a la membrana plasmática, en donde activa a la 

proteína quinasa dependiente de Ca2+ y fosfolípidos (Protein Kinase Calcium-dependent, 

PKC), proteína que posteriormente participará en el proceso de señalización hacia el 

interior de la célula. 

La generación de segundos mensajeros forma parte de mecanismos que convergen 

en la activación de quinasas y la consecuente fosforilación de proteínas. Esta modificación 

covalente cambia las propiedades estructurales de las proteínas y en la mayoría de los 

casos, este cambio está asociado a la modulación de la actividad biológica de las mismas. 

El resultado es una alteración en la actividad celular, que incluso puede involucrar un 

cambio en la expresión de genes. Sin embargo, el grado de fosforilación de las proteínas no 
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depende exclusivamente de la actividad de proteínas quinasas. Más bien depende del 

balance neto de las actividades de proteínas quinasas y proteínas fosfatasas. Por lo tanto 

ambos tipos de enzimas, quinasas y fosfatasas, son igualmente importantes para la 

señalización intracelular. A continuación se describirán aspectos relacionados con estos 

dos tipos de moléculas: proteínas quinasas y proteínas fosfatasas. 

I.4. PROTEÍNAS QUINASAS  

La fosforilación de proteínas en residuos de serina, treonina o tirosina ha surgido 

como una modificación post-traduccional de importancia crítica en el control de las 

actividades de la célula. Las proteínas quinasas son enzimas que catalizan la transferencia 

del grupo fosfato en posición γ del ATP a los grupos hidroxilo de los aminoácidos serina, 

treonina o tirosina de diversas proteínas. Según el aminoácido al cual transfieren el grupo 

fosfato, estas enzimas se clasifican en: proteínas tirosina quinasas o proteínas 

serina/treonina quinasas.  

I.4.1. Proteínas Tirosina Quinasas  

Este grupo de quinasas incluye algunas quinasas de localización intracelular como por 

ejemplo las quinasas JAKs (Janus Tyrosine Kinase), que se encuentran asociadas a 

receptores de tipo tirosina quinasa y cuya actividad se requiere para la fosforilación de las 

proteínas STATs (Signal Transducers and Activators of Transcription) [14] y las quinasas de 

la familia Src cuyos sustratos son fundamentalmente proteínas del citoesqueleto o 

moléculas de adhesión [15].  

Sin embargo, el grupo más ampliamente caracterizado de tirosina quinasas es el 

conformado por los RTKs mencionados anteriormente. Estos receptores son los 

mediadores de la acción de diversos factores de crecimiento [16]. La unión del ligando a su 

RTK produce, en algunos casos a través de la dimerización del receptor [7, 17], la 

fosforilación en tirosina de múltiples sitios ubicados en la porción citoplasmática del 

receptor. La fosforilación de estos sitios es importante porque allí se generan sitios de 

anclaje para las moléculas blanco [18, 19]. Dichas moléculas son capaces de unirse a los 



Introducción 
______________________________________________________________________________ 
 

 
7 

 

residuos fosforilados en tirosina a través de sus dominios SH2 (Scr Homology region). Este 

reclutamiento de diferentes moléculas facilita la interacción entre las mismas. Además, un 

RTK activado puede desencadenar la activación de sus moléculas blanco mediante la 

fosforilación en tirosina de las mismas. Por ejemplo el factor de crecimiento epidérmico y el 

factor de crecimiento plaquetario promueven la fosforilación de los factores de transcripción 

STAT a través de la activación de sus receptores RTK [20, 21]. 

I.4.2. Proteínas Serina/Treonina Quinasas   

Este grupo de quinasas incluye tanto receptores con actividad serina/treonina quinasa 

como  quinasas intracelulares (citoplasmáticas, nucleares, etc).   

El receptor del factor de crecimiento tumoral (Tumoral Growth Factor Beta, TGF-β) es 

un ejemplo de receptor con actividad de serina/treonina quinasa. Este receptor está 

compuesto por dos tipos diferentes de subunidades, TBRI (o ALK5) y TBRII, que actúan 

como subunidades diméricas formando un complejo tetramérico. Frente a la interacción con 

su ligando, el dímero TBRII fosforila y activa al dímero ALK5 y es una de estas subunidades 

la que fosforila en serina/treonina diversos sustratos, entre ellas proteínas Smads. Las 

proteínas Smads una vez activadas translocan al núcleo y promueven la transcripción de 

diversos genes [22].  

La proteína quinasa dependiente de Ca2+ y fosfolípidos (Protein Kinase Calcium-

dependent, PKC), la proteína quinasa dependiente de AMPc (Protein Kinase cAMP-

dependent, PKA) y las MAPKs ya mencionadas son ejemplos de serina/treonina quinasas 

citoplasmáticas. La actividad de estas quinasas puede ser regulada por eventos específicos 

(daño al ADN, estrés oxidativo, radiación UV) o por numerosas señales químicas que 

incluyen AMPc, GMPc, DAG, y Ca2+/calmodulina, entre otros.  

A continuación se describirán características bioquímicas de las quinasas más 

relevantes en el contexto de este trabajo de Tesis, la quinasa PKA y las MAPKs ERK1/2 

debido a que estas enzimas son fundamentales en el mecanismo de acción de las 

hormonas esteroidogénicas. 
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I.4.2.a. Proteína Quinasa dependiente de AMPc  

La proteína quinasa dependiente de AMPc (PKA) constituye un mediador central en la 

señalización intracelular por su capacidad de regular procesos celulares tales como la 

proliferación y la diferenciación [23], la organización de la red de microtúbulos [24], la 

condensación y descondensación de la cromatina y la exocitosis en diversos tipos celulares 

[25].  

En el estado inactivo, PKA existe como un complejo tetramérico formado por dos 

subunidades regulatorias  (subunidades R), que presentan alta afinidad por el AMPc, y dos 

subunidades catalíticas (subunidades C) unidas de forma no covalente. Se han 

caracterizado varias isoformas de subunidades R (RIα, RIβ, RIIα, RIIβ) y de las 

subunidades C (Cα, Cβ, Cγ) [26]. Estas subunidades se expresan diferencialmente en los 

distintos tejidos, y son capaces de integrar distintas isoformas de PKA. El mecanismo de 

activación de PKA involucra la unión del AMPc a los sitios denominados A y B en cada 

subunidad R. En el estado inactivo de la holoenzima, solamente el sitio B está expuesto y 

disponible para la unión al AMPc. Cuando se ocupa este sitio se incrementa la unión del 

AMPc al sitio A por un cambio estérico intramolecular. La unión de cuatro moléculas de 

AMPc, dos a cada subunidad R, lleva a un cambio conformacional y a la disociación de un 

dímero de R unido a cuatro moléculas de AMPc y de dos monómeros de C. Las 

subunidades C, que en este estado son catalíticamente activas, fosforilan a sus sustratos 

específicos en residuos de serina y treonina.  

Las subunidades R, particularmente las isoformas RII, pueden asociarse con proteínas 

de anclaje llamadas AKAPs (A-Kinase Anchoring Proteins) que permiten localizar a la 

holoenzima PKA en diferentes compartimentos subcelulares para fosforilar diferentes 

sustratos según el estímulo [27]. Las AKAPs forman complejos multiproteícos con 

diferentes enzimas además de PKA, por ejemplo con sustratos de esta quinasa, 

fosfodiesterasas y fosfatasas, contribuyendo de esta forma no sólo a aumentar la 

especificidad y versatilidad de la transducción de señales, sino también a acotar espacio-

temporalmente la actividad de PKA [28]. 

La PKA tiene un papel relevante en la transducción de señales involucradas en el 

control de diversos procesos celulares. En las siguientes secciones se describirá la 
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participación de PKA en un proceso regulado hormonalmente: la síntesis de hormonas 

esteroides. 

I.4.2.b. Proteínas Quinasas Activadas por Mitógenos   

- Clasificación   

Las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPKs) son una familia de 

serina/treonina quinasas que desempeñan un papel fundamental en la regulación de una 

amplia variedad de funciones celulares, que incluyen la proliferación, la diferenciación, la 

migración y la apoptosis. En los seres humanos, la superfamilia de MAPK incluye una 

decena de miembros, entre ellos ERK1, ERK2, ERK3, ERK5 y ERK7;  JNK1, JNK2, JNK3 y 

las proteínas p38 MAPKs (p38 α/β/γ/δ) [29-31]. Estas quinasas se clasifican en tres grandes 

grupos, según el tipo de estímulo que provoca su activación, entre otras características. 

Estos grupos están constituidos por: (a) las quinasas reguladas por señales extracelulares 

(Extracellular Regulated Kinases, ERKs), (b) las quinasas del extremo N-terminal del factor 

de transcripción c-jun (Jun N-terminal Kinase, JNKs), también conocidas como quinasas 

activadas por estrés (Stress Activated Protein Kinases, SAPKs), y (c) el grupo de p38 [30].  

La familia de las ERKs incluye dos enzimas denominadas ERK1 y ERK2 que exhiben 

una alta homología de secuencia, especialmente en el dominio de unión al sustrato [32]. 

Estas proteínas, de 44 y 42 kDa de peso molecular respectivamente, se expresan de 

manera ubicua y se activan principalmente en respuesta a factores de crecimiento y 

estímulos proliferativos en general [31, 33].  

El grupo de las JNKs se activa en respuesta a múltiples formas de estrés ambiental y 

a citoquinas [34]. Se conocen tres genes que codifican para las JNKs en mamíferos. Los 

genes que codifican para JNK1 y JNK2 se expresan en forma ubicua y generan 8 isoformas 

por maduración alternativa del ARN mensajero [35].  

Las MAPKs del grupo de p38, que incluye a las isoformas α, β, γ y δ, también se 

activan por exposición de las células a citoquinas [36], a distintos tipos de estrés ambiental 

[37], endotoxinas [38], hiperosmolaridad [39], pero no se activan apreciablemente por 

estímulos mitogénicos. Muchos estímulos que activan p38 también activan a las JNKs.  
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- Mecanismo de activación y regulación de la activi dad de las MAPKs 

Una característica común de los miembros de los tres subgrupos de MAPKs está 

relacionada con su mecanismo de activación. Todas las isoformas requieren ser 

fosforiladas en dos residuos, treonina y tirosina, para exhibir máxima actividad [31]. El sitio 

de fosforilación, ubicado en el dominio quinasa, consiste en un tripéptido con una secuencia 

general treonina-x-tirosina (thr-x-tyr). Los diferentes grupos de MAPKs están definidos por 

la identidad del aminoácido x que separa a los residuos de treonina y tirosina fosforilados, 

siendo el motivo de fosforilación dual thr-glu -tyr, thr-gly -tyr y thr-pro -tyr para los grupos de 

MAPKs: ERKs, p38 y JNKs respectivamente [29, 30, 40].  

Los mecanismos que conducen a la activación de las MAPKs están vinculados tanto 

con los RTKs, como con los receptores 7TMS. Diversos estímulos que actúan a través de la 

activación de estos receptores promueven una cascada de eventos de fosforilación que 

conduce a la activación de las MAPKs. En esta cascada de fosforilaciones interviene un 

grupo de quinasas de actividad dual: las MAP quinasa quinasas (MAPKKs o MKKs). Las 

MAPKKs son altamente específicas e incluyen a MEK1 y MEK2, que activan a las ERKs; 

MKK3, MKK4 y MKK6 que activan al grupo de p38 y las isoformas MKK4 y MKK7 que 

activan al grupo de JNKs. A su vez, las MAPKKs son activadas por fosforilación mediada 

por las MAP quinasa quinasa quinasas (MAPKKKs o MKKKs). Un grupo de MAPKKKs está 

integrado por las quinasas Raf (α y β), las cuales acoplan la activación de las ERKs, vía 

MEK1 y MEK2, a una proteína que une GTP denominada Ras [41]. La activación de Ras 

ocurre vía RTKs y receptores 7TMS. El grupo de JNKs, al igual que el de p38, es activado 

por varias MAPKKKs, incluyendo el grupo de las MEK quinasas (MEKK) (Figura 1) [30, 40]. 

La cascada de fosforilaciones que lleva a la activación de las MAPKs es facilitada por 

interacciones con proteínas adaptadoras o de anclaje (scaffold proteins). Estas proteínas 

organizan los caminos de señalización permitiendo el contacto simultáneo de varios 

componentes, determinando no sólo la localización subcelular sino también la duración de 

la actividad de las MAPKs, garantizando entonces la activación de una vía de señalización 

específica frente a un estímulo determinado.  
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Figura 1. Esquema de las cascadas de activación de los tres principales grupos de MAP 
quinasas, ERK, JNK y p38.  La activación de las MAPKs incluye la fosforilación y activación 
secuencial de distintas proteínas por acción de diferentes quinasas especificas: las MAP 
quinasa quinasa quinasas (MAPKKKs o MAP3K) y las MAP quinasa quinasas (MAPKKs o 
MAP2K). Los estímulos desencadenan la activación del primer miembro de la cascada: 
MAPK3. 

Ejemplos de proteínas adaptadoras para el grupo de las MAP quinasas ERKs son 

KSR (Kinase Suppressor of Ras) y MP1 (MEK Partner 1). KSR interactúa con las proteínas 

Raf, MEK y ERK, facilitando la formación de un complejo entre estas proteínas y 

favoreciendo entonces la activación de ERK [42, 43]. De similar manera la proteína MP1 

promueve la asociación de ERK a MEK [44]. Se ha visto que la disminución en los niveles 

de estas proteínas de anclaje mediante ARN pequeño de interferencia resulta en una 
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disminución de la activación de ERK en respuesta a la estimulación con factores de 

crecimiento [45]. El grupo de las JNKs también tiene proteínas adaptadoras como las 

proteínas JIPs (JNK Interacting Proteins) y Axin que promueven la asociación de JNK con 

su quinasa activadora MKK7 [31]. OSM (Osmosensing Scaffold for MEKK3) es una de las 

pocas proteínas adaptadoras descriptas para el grupo de las MAP quinasas p38, sin 

embargo se ha demostrado que algunos miembros de la familia de las JIPs se asocian 

también a quinasas de este grupo [46, 47]. 

El control de la magnitud y duración de la actividad de las MAPKs y por lo tanto del 

resultado de la señalización, depende también de la regulación de su estado de 

fosforilación por proteínas fosfatasas. La desfosforilación tanto del residuo treonina como 

del residuo tirosina del dominio catalítico de las MAPKs (motivo thr-x-tyr) resulta en la 

inhibición de su actividad enzimática. Las proteínas fosfatasas involucradas en este 

proceso pueden ser clasificadas en tres grupos, dependiendo del residuo fosforilado sobre 

el que actúan: proteínas (1) tirosina fosfatasas, (2) serina/treonina fosfatasas y (3) de 

especificidad dual (treonina y tirosina).  

Entre las fosfatasas de serina/treonina que son capaces de desfosforilar a las MAPKs 

se ha descripto a las proteínas 2A y 2C (PP2A y PP2C) [48]. Entre las fosfatasas de tirosina 

que desfosforilan a las MAPKs se encuentran las enzimas STEP (Striatum Enriched 

Phosphatase) y PTP-SL (Protein Tyrosine Phosphatase-STEP Like), que desfosforilan 

particularmente a ERK1/2 [49]. Sin embargo, un grupo particular de proteínas fosfatasas 

tiene como función específica desfosforilar a los miembros de la familia de las MAPKs. 

Estas fosfatasas se denominan en general MAP quinasa fosfatasas (MAP Kinase 

Phosphatases, MKPs) y exhiben actividad dual (treonina y tirosina). Este grupo será 

ampliamente descripto en las próximas secciones. 

- Sustratos de las MAPKs 

Los miembros de cada grupo de estas enzimas presentan distinta especificidad de 

sustrato, lo que contribuye a la posibilidad de responder apropiadamente a una diversa 

gama de estímulos extracelulares. Aunque los sustratos más ampliamente caracterizados 

de las MAPKs son factores de transcripción como Elk-1, c-Fos, c-Jun, STAT3, estas 

quinasas también fosforilan enzimas citoplasmáticas, como ciertas fosfolipasas y proteínas 
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del citoesqueleto y proteínas de membrana como calnexina [30]. Más aún, en un trabajo 

reciente de nuestro laboratorio se describe la fosforilación mediada por ERK1/2 en la 

mitocondria de una proteína esencial para la estimulación hormonal de la esteroidogenésis, 

la proteína StAR [50].  

Otros sustratos de las MAPKs son las proteínas quinasas activadas por MAPKs 

(MAPK-Activated Protein Kinases, MAPKAPK), como RSK (Ribosomal S Kinase) y MSK 

(Mitogen and Stress activated kinase), que intervienen en la regulación de factores de 

transcripción y enzimas. Estas proteínas representan un paso adicional en el camino de 

amplificación de las cascadas de las MAPKs [30].  

- Sitios de anclaje a las MAPKs 

Las MAPKs se unen a sus proteínas regulatorias y sus sustratos a través de 

interacciones específicas proteína-proteína en sitios determinados denominados sitios de 

anclaje. Estos sitios están ubicados fuera del dominio catalítico de la enzima y son 

fundamentales en la determinación de la especificidad de sustrato, localización subcelular y 

eficiencia de la actividad enzimática [40].  

Existen dos sitios de anclaje bien caracterizados en los sustratos de las MAPKs por 

los cuales las MAPKs se unen a los mismos, uno es el dominio de unión a MAPK (MAP 

Kinase Binding domain, MKB) y el otro es el dominio de anclaje a ERK (Docking site for 

ERK, DEF). El primero contiene una secuencia de aminoácidos cargados positivamente 

(arg/lys-x-x-arg/lys-x1-6-leu-x-leu) rodeados por una región hidrofóbica, que se encuentran 

frecuentemente ubicados hacia el extremo N o C-terminal de los sitios consenso de 

fosforilación (residuos serina o treonina seguido de una prolina, o secuencias PX(S/T)P). 

Mientras que en las MAPKs estas secuencias resultan ser complementarias presentando 

residuos con carga negativa y una región hidrofóbica [40, 51]. Esta secuencia está presente 

no sólo en los sustratos de ERK sino que también se la encuentra en sus proteínas 

regulatorias, como las MAPKKs, las fosfatasas STEP, PTP-SL y MKPs, entre otras [52, 53]. 

El otro dominio de anclaje, el dominio DEF (o motivo FxFP) está constituido por los 

aminoácidos phe-x-phe-pro. Este sitio ha sido descripto como de reconociemiento exclusivo 

por ERK y comúnmente se ubica en el extremo C-terminal de los sitios consenso de 

fosforilacion [54, 55].  
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I.5. PROTEÍNAS FOSFATASAS  

La fosforilación de proteínas es un evento de suma importancia en la regulación de las 

actividades de la célula. Una de las principales características de esta modificación es que, 

en el contexto celular, puede revertirse por acción de enzimas específicas: proteínas 

fosfatasas. Las proteínas fosfatasas son enzimas que remueven hidrolíticamente residuos 

fosfato específicos de las proteínas modificadas. En las células existe un balance dinámico 

entre la fosforilación y desfosforilación de proteínas por la acción concertada de proteínas 

quinasas y fosfatasas. Una modificación de cualquiera de estos componentes es probable 

que tenga un impacto importante en la transducción de señales. Actualmente se acepta que 

las proteínas fosfatasas cumplen funciones en la regulación de la actividad celular de 

similar relevancia que las proteínas quinasas.  

I.5.1. Proteínas Serina/Treonina Fosfatasas   

Las serina/treonina fosfatasas (Protein Serine/Threonine Phosphatases, PSTPs, o 

Protein Phosphatases, PPs) son un grupo de enzimas que remueven grupos fosfato de 

residuos de serina y treonina de sus proteínas blanco. Las PSTPs catalizan, en gran parte, 

la desfosforilación de proteínas involucradas en procesos metabólicos.  

Este grupo de enzimas se caracteriza por presentar un número acotado de 

subunidades catalíticas que, en su mayoría, funcionan en complejos hetero-oligoméricos 

con una gran diversidad de subunidades regulatorias. Esta característica le otorga a estas 

enzimas especificidad de sustrato y de localización subcelular [56, 57]. Las isoformas PP1, 

PP2A, PP2B y PP2C son las responsables de casi toda la actividad de serina/treonina 

fosfatasa in vivo [58]. 

PP1 controla funciones tales como el metabolismo del glucógeno [59], la progresión 

del ciclo celular [60] y diversas actividades neuronales [61], entre otras. Además, PP1 juega 

un papel muy importante en procesos regulados por AMPc, ya que cataliza la 

desfosforilación de muchas proteínas fosforiladas por PKA [62].  
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La proteína PP2A está formada por al menos 15 subunidades regulatorias y está 

involucrada en procesos tales como el ciclo celular [63] y el control de la actividad de 

telomerasa [64], entre otros.  

La fosfatasa PP2B se caracteriza por su dependencia de Ca2+ y juega un rol crucial en 

la señalización a través de Ca2+ en células T activadas [65].  

Los procesos de fosfo/desfosforilación constituyen uno de los mecanismos 

involucrados en la regulación de PSTPs. La fosforilación en residuos de tirosina influye en 

la actividad de estas enzimas. Se ha demostrado que PP2A es fosforilada in vitro en 

residuos de tirosina por acción de diferentes tirosina quinasas [66]. Este mismo proceso se 

ha observado en células intactas ante el tratamiento con diferentes agonistas que activan 

receptores con actividad de tirosina quinasa [66, 67] En todos los casos, la fosforilación en 

tirosina produce la inactivación de PP2A.  

La metilación es otro mecanismo relevante para la regulación de las PSTPs. Una 

carboxi-metiltransferasa específica metila a PP2A y esta modificación puede ser revertida 

en la célula intacta debido a la presencia de una metilesterasa específica [68]. Los efectos 

de esta modificación sobre la actividad de la enzima son variables y parecen depender 

tanto del estímulo como del tipo celular analizado. 

I.5.2. Proteínas Tirosina Fosfatasas   

Las enzimas con actividad de tirosina fosfatasa constituyen una familia de proteínas 

que poseen estructura diversa pero un origen evolutivo común y un sitio catalítico 

conservado [69-71]. Se han identificado, hasta la fecha, más de 100 proteínas con actividad 

de tirosina fosfatasa, y la secuenciación del genoma humano predice la existencia de más 

de 500 [72].  

La familia de las proteínas tirosina fosfatasas comprende un grupo de enzimas que 

desfosforilan únicamente residuos de tirosina, llamadas proteínas PTPs “clásicas” (Protein 

Tyrosine Phosphatases, PTPs), y un grupo de enzimas que exhiben actividad dual ya que 

desfosforilan tanto residuos de serina/treonina como de tirosina. A estas enzimas se las 

denomina proteínas fosfatasas de actividad dual (Dual Specficity Phosphatases, DSPs) [73, 
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74]. Aunque pertenecen a la misma familia, estos dos grupos de enzimas presentan poca 

homología de secuencia excepto en los residuos claves dentro del sitio catalítico.  

I.5.2.a. Proteínas PTPs “clásicas” o PTPs  

Las PTPs pueden subdividirse en dos grupos de acuerdo a su ubicación dentro de la 

célula: las que atraviesan la membrana plasmática, denominadas PTPs de tipo receptor y 

las que se localizan en una variedad de compartimentos intracelulares tales como el 

citoplasma y el retículo endoplasmático, entre otros, denominadas PTPs de tipo no-receptor 

(Figura 2). Las PTPs son muy diversas en cuanto a su estructura ya que existe una amplia 

variedad de secuencias combinadas con el dominio catalítico [70]. Esta multiplicidad 

estructural se refleja en la disparidad de procesos celulares que regulan y en la diferente 

localización subcelular que presentan.  

Las PTPs de tipo receptor, presentan dominios extracelulares con homología con 

otras proteínas conocidas (fibronectina tipo III, anhidrasa carbónica, inmunoglobulinas, 

entre otras). Los dominios intracelulares presentan una marcada homología de secuencia 

entre los miembros del grupo. Otra característica de las PTPs de tipo receptor es que 

poseen dos dominios de tirosina fosfatasa consecutivos, siendo sólo uno de ellos el que 

presenta actividad enzimática significativa [70]. El dominio no catalítico podría tener un rol 

en la localización subcelular de estas PTPs, dirigiéndolas a los compartimentos celulares 

específicos donde la concentración efectiva de sustrato es alta. 
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Figura 2. Clasificación y estructura de proteínas c on actividad de tirosina fosfatasa . 
Extraido de: Protein tyrosine phoshatases in signaling. Streuli y col. 1996 [75]. 

Las PTPs de tipo no receptor se caracterizan por presentar un único dominio catalítico 

flanqueado en su región N-terminal por dos dominios SH2, que dirigen la asociación de 

estas enzimas con proteínas fosforiladas en tirosina. Además pueden presentar dominios 

de interacción con otras proteínas como por ejemplo los dominios PEST, ricos en prolina, 

ácido glutámico, serina y treonina, y dominios que dirigen a la proteína al núcleo o al 

retículo endoplasmático [70, 71].  
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La actividad de las PTPs está controlada en forma precisa por distintos mecanismos, 

fundamentalmente a través de modificaciones post-traduccionales y/o interacciones 

proteína-proteína que modulan la actividad a través del control de la localización subcelular.  

Con respecto a los mecanismos post-traduccionales de regulación, es bien conocido 

que la actividad de varias PTPs está controlada por eventos de fosfo/desfosforilación. La 

fosforilación tanto en residuos de tirosina como de serina/treonina es uno de los 

mecanismos más relevantes en la regulación de la actividad de las PTPs [70, 71]. Aunque 

en condiciones basales las PTPs exhiben marcada actividad, la fosforilación inducida por 

ligandos puede regular esta actividad por al menos dos mecanismos diferentes: por 

modificar los parámetros cinéticos y/o por dirigir la interacción con su ligando [76, 77]. 

Por ejemplo, la insulina a través de la activación de su receptor fosforila a dos 

fosfatasas citosólicas: PTP1B [78] y PTP1C [79], incrementando así su actividad. La 

activación de estas PTPs por fosforilación permite regular negativamente la acción de la 

insulina [80, 81]. PTP1C también se fosforila en tirosina y se activa en respuesta a 

citoquinas y factores de crecimiento y esta activación controla las señales proliferativas 

disparadas por estas moléculas. Está descripto que PKA y PKC fosforilan a PTP1B in vitro 

en varios residuos de serina y que esta modificación reduce la actividad enzimática [82, 83]. 

Otra tirosina fosfatasa que se regula por fosforilación es PTP1D. En este caso se ha 

documentado la fosforilación tanto en residuos de serina/treonina como de tirosina [84, 85]. 

Nuestro grupo ha demostrado en células adrenocorticales de rata la expresión de PTP1D, 

la cual se activa por fosforilación dependiente de PKA en respuesta al estimulo hormonal 

(Tesis Doctoral 2008, Dra. Alejandra Gorostizaga, Facultad de Ciencias Exactas y 

Naturales).  

La actividad enzimática de las PTPs también es susceptible de regulación por 

oxidación del grupo tiol de la cisteína del sitio activo, un aminoácido esencial para la 

actividad catalítica. Se ha descripto que ciertos estímulos que promueven la fosforilación en 

tirosina, a través de activación de los RTKs, producen radicales libres que oxidan el grupo 

tiol. Este efecto causa la inhibición de las PTPs y contribuye a mantener el nivel de 

fosforilación en tirosina disparado por el estímulo [86]. 
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Al igual que lo que ocurre con los RTKs, la dimerización también parece ser un 

mecanismo regulatorio de la actividad de las PTPs de tipo receptor. Se ha visto que 

muchas de estas proteínas forman dímeros y que esta dimerización puede también 

bloquear la actividad catalítica de estas enzimas [87].  

I.5.2.b. Proteínas Fosfatasas de Actividad Dual  

- Clasificación  

Las proteínas fosfatasas de actividad dual (DSPs) son enzimas capaces de 

desfosforilar tanto residuos de tirosina como residuos de treonina. Esta familia está 

compuesta por varios subgrupos de enzimas, de los cuales el más relevante en el contexto 

de este trabajo es el grupo de las MAP quinasas fosfatasas (MKPs), enzimas que catalizan 

la desfosforilación de los miembros de la familia de las MAPKs [73].  

En mamíferos se han identificado y caracterizado varios miembros de la familia de las 

MKPs y basándose en homología de secuencia, estructura proteica, especificidad por 

sustrato y localización subcelular, se los clasifica en tres grandes grupos: el primero, 

tipificado por MKP-1, comprende enzimas nucleares rápidamente inducibles por factores de 

crecimiento o señales de estrés [88, 89]. Incluye también a MKP-2, PAC-1 y hVH3. Estas 

enzimas están conformadas por 300 a 400 aminoácidos, no presentan secuencias de 

localización nuclear clásicas (NLS) pero sí presentan un motivo leu-x-x-leu-leu (o motivo 

LXXLL) en el extremo N-terminal. Este motivo está involucrado en la interacción con 

receptores nucleares y por lo tanto en el transporte al núcleo [90, 91]. El segundo subgrupo, 

tipificado por MKP-3, incluye predominantemente enzimas citosólicas, debido a que 

presentan secuencias de exportación nuclear (NES), y cuyos transcriptos son inducidos por 

estímulos específicos, pero no por estrés ambiental [92, 93]. El tercer grupo incluye a MKP-

5 y MKP-7. Estas proteínas son más grandes que las de los otros subgrupos y se 

caracterizan porque desfosforilan selectivamente a las MAPKs JNK y p38 pero no a las 

ERKs. Tienen secuencias NES y NLS y se las encuentra tanto en citoplasma como en 

núcleo [94].  
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Es importante destacar que la clasificación de estas fosfatasas según la localización 

subcelular puede variar de acuerdo a hallazgos recientes. Sustenta esta hipótesis el hecho 

de que se ha descripto la presencia de MKP-1 en mitocondrias [95]. 

- Estructura de las MKPs 

Las MKPs tienen un peso molecular que varía entre 34 y 69 kDa. Están compuestas 

por dos dominios: el dominio catalítico con actividad de fosfatasa dual (Dual Specificity 

Phosphatase, DSP) que se encuentra en el extremo C-terminal y el sitio de unión a las 

MAPKs (MAP Kinase Binding domain, MKB) que se encuentra ubicado en la porción N-

terminal.  

Con respecto al DSP existe una homología mayor al 80% entre los distintos miembros 

de la familia de las MKPs. Este dominio está constituido por aproximadamente 140 

aminoácidos y posee una secuencia de 9 aminoácidos (his-cys-x-x-gly-x-x-arg-ser) 

involucrada en la catálisis [73].  

El dominio MKB de las MKPs contiene un grupo de aminoácidos cargados 

positivamente, incluídos dentro de una región hidrofóbica, responsables de la interacción 

con las MAPKs [52, 53] (Figura 3). Debido a que el sitio DSP no muestra selectividad 

estricta para con los miembros de la familia de las MAPKs, el dominio MKB juega un rol 

fundamental en la regulación de la especificidad de sustrato a través de interacciones de 

anclaje con las MAPKs. Más aún, se ha demostrado que varias MKPs son activadas por la 

unión al sustrato a través de su dominio MKB [96, 97]. La unión de la MAPK fosforilada al 

dominio MKB altera la estructura del dominio DSP, este cambio conformacional junto con la 

interacción del dominio catalítico con la MAPK, causa un incremento en la actividad 

catalítica de MKP-3 [98]. 
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Figura 3. Dominios estructurales de la proteína MKP -1 humana y sitios de fosforilación. 
La MKP-1 humana tiene un dominio DEF (Docking site for ERK) o motivo FxFP que se 
encuentra entre los residuos 339-342, rodeado de 4 sitios consenso de fosforilación por ERK 
(residuos serina o treonina seguido de una prolina, o secuencias SP): Serina 296, 323, 359, y 
364 (círculos negros). También se muestran los dominios MKB (MAP Kinase Binding domain) 
y el dominio catalítico DSP (Dual Specificity Phosphatase). Tomado de Lin y col, 2005 [99]. 

- Regulación transcripcional y post-traduccional de  las MKPs 

Una de las características de las MKPs nucleares es su rápida inducción 

transcripcional por factores de crecimiento o distintos tipos de estrés. Como ejemplo se 

puede citar a la fosfatasa MKP-1, cuya expresión está regulada por múltiples estímulos, 

tales como EGF [100] ácido araquidónico [101], estrés [102], glucagon [103] y 

glucocorticoides [104], entre otros. La fosfatasa PAC-1 es inducida por mitógenos en 

células B y T humanas [89]. MKP-2 es inducida por factores de crecimiento [105] y ácido 

retinoico [106].  

Dependiendo del tipo celular, el mecanismo de inducción de las MKPs involucra la 

actividad de varias quinasas, entre ellas podemos mencionar a PKA y las MAPKs. Esto se 

condice con la presencia de sitios CRE (cAMP response elements) y sitios AP-1 (Activator 

Protein 1) en los promotores de los genes de las MKPs. En nuestro laboratorio se ha 

demostrado la participación de PKA en la inducción de MKP-1 por ACTH en células 

adrenocorticales [107]; en estas células la preincubación con un inhibidor de PKA bloquea 

en gran medida el incremento en los niveles del ARNm de MKP-1 alcanzados por el 

estímulo hormonal. También se ha visto en fibroblastos de ratón, que la activación de un 

miembro de la cascada de las MAPKs, Raf-1, además de activar a ERK1/2  promueve la 

inducción de MKP-1 y MKP-2. Más aún, la presencia del compuesto PD98059, un inhibidor 

de MEK1/2, disminuye notablemente los niveles de estas fosfatasas demostrando 

fehacientemente la participación de ERK1/2 en este proceso [108, 109]. Además de los 

MKB DSP DEF
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sitios AP-1 y CRE, el promotor de MKP-1 contiene sitios GRE (glucocorticoid response 

elements) y se ha demostrado efectivamente la inducción del gen por acción de 

glucocorticoides [110].  

En cuanto a las MKPs citoplasmáticas un ejemplo lo constituye la isoforma MKP-3, 

una enzima que se expresa constitutivamente en algunos tipos celulares y en otros es 

inducible por factores de crecimiento tales como el factor de crecimiento fibroblástico básico 

y el factor de crecimiento neuronal [111].  

Existen diferencias entre las isoformas 1, 2 y 3 en lo que respecta a la cinética de 

inducción. Mientras que MKP-1 se induce rápidamente, la inducción de MKP-2 y MKP-3 es 

más lenta, evidenciándose luego de 4 a 6 horas de estimulación. Se postula que la 

diferente cinética de inducción de dos fosfatasas nucleares, MKP-1 y MKP-2 está 

relacionada con el control de la actividad de las MAPKs pero desde diferentes aspectos. 

Por un lado MKP-1 regularía la magnitud de la activación de las MAPKs, mientras que 

MKP-2, de expresión más tardía, regularía la duración de la actividad de estas quinasas 

[112].  

Está documentado que algunos miembros de la familia de las MKPs también se 

regulan a nivel post-traduccional. Estudios realizados en fibroblastos de ratón han 

demostrado que la fosforilación de MKP-1 por ERK1/2 en la serinas 359 y 364 reduce el 

grado de ubiquitinación de MKP-1 promoviendo de esta forma su estabilización [108]. En 

contraposición a esto, existe un trabajo que demuestran que la activación de ERK1/2 

induce la degradación de MKP-1, más aún, la presencia del PD98059, disminuye 

notablemente la ubiquitinación de esta fosfatasa [113]. Estas discrepancias se pueden 

explicar por los hallazgos recientes del grupo de Lin y Yang obtenidos en una línea celular 

humana. Este grupo demostró la existencia de otros sitios de fosforilación por ERK (Figura 

3), distintos a los descriptos por Brondello y colaboradores, los que están relacionados con 

la degradación de MKP-1 [99]. De estos trabajos podemos concluir que el efecto de la 

fosforilación de MKP-1 sobre su estabilización dependerá de cuál sea el residuo fosforilado 

y esto estará determinado tanto por el tipo celular como por el estímulo que lo 

desencadena. También se ha descripto la fosforilación de MKP-3 por acción de ERK1/2 y 

en este caso se observó que esta modificación promovería la degradación de la proteína 

[114]. 
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Recientemente se analizó la acetilación de MKP-1 en una línea celular de monocitos 

de ratón, frente al estimulo con lipopolisacáridos (LPS). En este trabajo se demostró la 

acetilación de MKP-1 en una lisina 57 ubicada en el dominio de anclaje a MAPKs. La 

acetilación en este residuo incrementa notablemente la afinidad de MKP-1 por su sustrato 

p38 y esto conduce a una disminución en los niveles de p38 activada [115]. 

- Mecanismo de acción 

Varias son las hipótesis acerca del mecanismo por el cual las MKPs llevan a cabo su 

función. Por un lado se propone que fosfatasas nucleares como MKP-1 y MKP-2, una vez 

que translocan al núcleo y su nivel de expresión aumenta, compiten con los sustratos de las 

MAPKs por la unión a éstas. Este evento serviría para atenuar la transcripción de genes 

dependiente de MAPK de dos formas: primero, desplazando la unión de la MAPK a sus 

sustratos, interfiriendo con la activación de éstos; segundo, por desfosforilación e 

inactivación de la MAPK. También las MKPs pueden unirse a MAPKs inactivas, y bloquear 

de esta forma cualquier posibilidad de activación posterior de la quinasa por un nuevo 

estímulo.  

Otro mecanismo por el cual las MKPs pueden modular la actividad de MAPKs 

involucra la retención en un compartimento específico. Por ejemplo, se ha visto que ERK es 

retenida en el citoplasma por unión a MKP-3. Esta interacción evita la translocación de ERK 

al núcleo y consecuentemente la fosforilación de sus sustratos nucleares [116].  

Por lo tanto las MKPs no solo regulan los procesos en los que participan las MAPKs 

por la directa inactivación de estas quinasas sino también por unión a ellas, impidiendo la 

interacción con otros reguladores y/o sustratos o secuestrándolas en determinados 

compartimentos celulares. Este mecanismo de inhibición de las MAPKs explicaría la 

existencia de las MKPs de la familia STYX. Estas MKPs son enzimas que contienen una 

mutación puntual en el dominio DSP que las hace catalitícamente inactivas [117] pero 

mantienen el dominio N-terminal característico de las MKPs, donde se encuentra el sitio de 

anclaje a MAPKs. Por lo tanto estas fosfatasas podrían regular también la actividad de las 

MAPKs por competencia con los sustratos de éstas.   
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- Función biológica  

Como se comentó previamente, las MKPs actúan inactivando específicamente a las 

MAPKs. Por lo tanto las MKPs contribuyen a la regulación de procesos biológicos tan 

diversos como la proliferación celular, el desarrollo, la apoptosis, la diferenciación y la 

inflamación.  

Se ha estudiado el rol de las MKPs en la regulación de la proliferación celular y 

apoptosis. Por ejemplo, la expresión de MKP-1 está aumentada en varios tipos de tumores 

humanos y se demostró que su sobre-expresión protege a estas células de la apoptosis 

mediada por distintos agentes antitumorales como el cisplatino [118], inhibidores del 

proteasoma [119] y radiación UV [120]. En células normales, también se observó el rol 

antiapoptótico de MKP-1 principalmente por su capacidad de inactivar las MAPKs, p38 y 

JNK. Sin embargo también se ha observado que esta fosfatasa puede inactivar otro 

miembro de la familia de MAPKs, ERK1/2 y esto resulta en la inhibición del ciclo celular. 

Estudios realizados utilizando fibroblastos provenientes de ratones knock out para el gen de 

MKP-1 mostraron una disminución de la velocidad de proliferación debida a un aumento de 

la muerte celular [121].  

Estudios recientes han subrayado la importancia de MKP-1, MKP-5 y PAC-1 en la 

regulación de la inflamación durante la respuesta inmune innata. En macrófagos, la 

interacción de los receptores TLR (Toll-like receptor) con LPS en la membrana celular 

desencadena una respuesta inflamatoria que involucra la activación de dos vías 

intracelulares, la vía de NFkB y la vía de las MAPKs, fundamentalmente p38 y JNK. Es por 

esto que se ha estudiado intensamente el rol de las MKPs en la regulación de este proceso. 

Ratones knock out para los genes de MKP-1 y PAC-1 mostraron ser más susceptibles a las 

infecciones con LPS que los ratones Wild type [122]. Más aún, macrófagos derivados de 

estos animales mostraron aumentadas las actividades de p38 y JNK y, como consecuencia, 

niveles muy elevados de citoquinas proinflamatorias en respuesta a LPS [123].  
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II. SÍNTESIS DE HORMONAS ESTEROIDES Y REGULACIÓN HO RMONAL DEL 

PROCESO 

Las hormonas esteroides derivan de un precursor común, el colesterol. De acuerdo a 

su acción biológica preponderante se clasifican en cinco grupos: progestágenos, 

glucocorticoides, mineralocorticoides, andrógenos y estrógenos. Estas hormonas regulan 

procesos diversos, como el metabolismo de glúcidos (glucocorticoides), balance hidrosalino 

(mineralocorticoides), la diferenciación sexual y el desarrollo de los caracteres sexuales 

secundarios (andrógenos, estrógenos). La síntesis de hormonas esteroides es un proceso 

altamente regulado y ocurre en distintos tejidos como la glándula adrenal, gónadas, 

placenta y sistema nervioso central.  

II.1. TEJIDOS PRODUCTORES DE HORMONAS ESTEROIDES 

- Testículo 

El testículo produce principalmente andrógenos. Este es un órgano encapsulado que 

se encuentra ubicado en el saco escrotal y está compuesto por una serie de túbulos 

separados por una trama de tejido intersticial. Histológicamente, el túbulo seminífero está 

constituido por diferentes tipos celulares: las células de Sertoli y las células germinales que 

darán origen a los espermatozoides [124] (Figura 4). El espacio entre los túbulos 

adyacentes está ocupado por el tejido intersticial. Las células de Leydig constituyen el tipo 

celular más específico de este espacio. La función principal de estas células es la de 

sintetizar y secretar andrógenos, que regulan la espermatogénesis y desarrollan y 

mantienen todo el tracto genital masculino y las características sexuales externas [125]. Las 

hormonas hipofisarias folículo estimulante (FSH) y luteinizante (LH), llamadas comúnmente 

gonadotropinas, son las principales reguladoras de la función testicular. La FSH, junto con 

los andrógenos, actúa sobre las células de Sertoli, en tanto que LH tiene su acción sobre 

las células de Leydig. 
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Figura 4: Organización celular del testículo de mam ífero. En la derecha de la figura se 
muestran los eventos de la espermatogénesis y espermiogénesis en relación a tres células de 
Sertoli (Vertebrate Endocrinology, Norris David, 3a edición). 

- Glándula adrenal 

Las glándulas adrenales de los mamíferos son estructuras pares que se localizan en 

el polo superior de los riñones. Si se secciona la adrenal según un plano longitudinal se 

advierten, además de una cápsula de tejido conectivo que rodea todo el órgano, dos 

regiones distintas: una periférica denominada corteza, que comprende entre el 80 y 90% de 

la glándula y una central denominada médula (Figura 5). La corteza adrenal se divide en 

tres zonas: zona glomerulosa (ZG), zona fasciculata (ZF) y zona reticularis (ZR). La ZG es 

la más periférica y se extiende hacia adentro respecto de la cápsula, la zona intermedia es 

la ZF y la más interna de las tres es la ZR.  

El ACTH controla el crecimiento y la actividad endócrina de la corteza adrenal. Las 

hormonas esteroides de la glándula adrenal se sintetizan en la corteza. Los corticoides (u 

hormonas esteroides de la corteza adrenal) comprenden dos grupos de esteroides: los 

mineralocorticoides y los glucocorticoides. Las células de la ZG producen 

mineralocorticoides, principalmente aldosterona, en respuesta al K+ extracelular, ACTH y 

angiotensina II [126-128]. Las ZF y ZR actúan como una unidad en lo que se refiere a 

biosíntesis de esteroides. En estas zonas se producen hormonas con acción 

glucocorticoidea y androgénica y están sujetas al control por ACTH. El glucocorticoide 
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predominante en humanos es el cortisol, en tanto que en roedores predomina la 

corticosterona.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 5. Representación esquemática de un corte hi stológico de la glándula adrenal. La 
glándula adrenal está constituida por una capa exterior de tejido conectivo, y tres zonas 
definidas: zona glomerulosa, zona fasciculata y zona reticularis. La médula adrenal está 
separada de la corteza por otra capa de tejido conectivo y está formada principalmente por 
células cromafines productoras de catecolaminas y opioides endógenos. 

- Otros tejidos productores de esteroides 

Otros tejidos productores de esteroides son el ovario y la placenta. Más recientemente 

se describió la síntesis de hormonas esteroides en el sistema nervioso central. Actualmente 

es ampliamente conocido que este tejido produce hormonas esteroides y que las mismas 

modulan procesos fisiológicos y patológicos de este tejido [129]. El colesterol utilizado en la 

neuroesteroidógenesis proviene de la síntesis local [130], ya que las lipoproteínas que 

transportan el colesterol no atraviesan la barrera hematoencefálica. El colesterol es 

transformado a pregnenolona, como en los tejidos esteroidogénicos clásicos, y luego 
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metabolizado a progesterona o dehidroepiandrosterona. A pesar de que la testosterona y el 

estradiol no eran considerados neuroesteroides, hoy se sabe que estas hormonas también 

se sintetizan en el cerebro [131]. 

El ovario sintetiza y secreta distintas hormonas esteroides a lo largo del ciclo sexual 

femenino (estrona, estradiol y progesterona). El crecimiento y la maduración de los folículos 

ováricos y la producción de estrógenos están sostenidos por la hormona hipofisaria FSH. El 

principal esteroide producido por el folículo ovárico es el 17β-estradiol. El cuerpo lúteo 

produce y libera a sangre progesterona en respuesta a LH. En caso de ocurrir la 

fertilización e implantación, la gonadotrofina coriónica (CG) estimula la síntesis de 

progesterona, hasta que la producción de este esteroide por la placenta es suficiente para 

mantener la preñez. La placenta no tiene un sistema completo para la síntesis de 

esteroides y depende del aporte de precursores provenientes del feto y de la madre para la 

producción de estrógenos y progesterona, los esteroides mayoritarios sintetizados por este 

tejido.  

II.2. BIOSÍNTESIS DE HORMONAS ESTEROIDES 

El colesterol es el precursor común de todas las hormonas esteroides en los 

vertebrados. La síntesis de hormonas esteroides depende del constante suplemento de 

colesterol que debe estar rápidamente disponible en la célula para ser transportado hacia la 

mitocondria donde se inicia la esteroidogénesis. El colesterol de los depósitos intracelulares 

puede provenir de la sangre, transportado por las lipoproteínas de alta densidad (HDL) o de 

baja densidad (LDL) dependiendo de la especie y el tipo celular [132, 133]. 

 La otra fuente de colesterol, en menor proporción, es la síntesis celular de novo a 

partir de acetato. El colesterol es almacenado en forma de gotas lipídicas intracelulares 

esterificado con ácidos grasos. 
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Figura 6: Esquema de la biosíntesis de hormonas est eroides. Referencias: P450scc: 
complejo de escisión de la cadena lateral del colesterol; 3β-HSD: 3β-hidroxiesteroide 
deshidrogenasa; P450c17: 17α-hidroxilasa/17,20-liasa; P450c21: 21-hidroxilasa; P450c11: 
11ß-hidroxilasa; P450aldo: aldosterona sintasa; P450arom: aromatasa; 17β-HSD: 17β-
hidroxiesteroide deshidrogenasa 

La primera etapa de la vía de síntesis de esteroides consiste en la conversión de 

colesterol a pregnenolona (P5), un esteroide de 21 C, e isocaproaldehído [134] (Figura 6). 
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Esta reacción comprende dos hidroxilaciones sucesivas (en C-22 y C-20) y la escisión de la 

cadena lateral del colesterol. Esta reacción es catalizada por un complejo enzimático 

localizado en la membrana mitocondrial interna, denominado complejo de escisión de la 

cadena lateral del colesterol (citocromo P450 Side Chain Cleavage o P450scc)  [135, 136]. 

La P5 es el precursor de todas las hormonas esteroides. Las reacciones que 

participan en la biosíntesis de esteroides ocurren en las mitocondrias y en el retículo 

endoplasmático y requirieren la acción de hidroxilasas, deshidrogenasas, y en ciertos 

pasos, una isomerasa y una liasa.  

A partir de P5 se sintetiza progesterona (P4). La reacción involucra la oxidación de 

hidroxilo del C3 de P5 a cetona, y la isomerización del doble enlace ∆5 a ∆4. Estas 

reacciones son llevadas a cabo por la 3β-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3β-HSD), 

enzima localizada en el retículo endoplasmático. También se detecta actividad de esta 

enzima en mitocondrias [137], fracción que constituye entre el 15 y el 40% de la actividad 

3β-HSD celular total. 

La expresión tisular diferencial de varias enzimas que convierten P5 y sus derivados 

determina el perfil de hormonas esteroides que libera cada tejido. Los esteroides 

mayoritarios sintetizados en la glándula adrenal son los mineralocorticoides y los 

glucocorticoides. La enzima C-21 hidroxilasa cataliza la hidroxilación en C-21 de los 

esteroides P4 y 17α-OH P4, lo cual conduce a la formación de 11-desoxicorticosterona y 

11-desoxicortisol respectivamente. A partir de estos esteroides se generan corticosterona y 

cortisol en una reacción catalizada por una enzima de la membrana mitocondrial interna, la 

11β-hidroxilasa. En la especie humana el principal glucocorticoide producido por las ZF y 

ZR de la corteza adrenal es el cortisol dado que predomina la actividad de la enzima que 

hidroxila a P5 en posición 17, mientras que en roedores se produce corticosterona por ser 

más importante la conversión directa de P5 en P4. 

La síntesis de aldosterona a partir de corticosterona ocurre mediante dos reacciones. 

La primera de ellas lleva a la formación de 18-hidroximetilcorticosterona y seguidamente 

este compuesto es oxidado a la forma aldehído. La enzima que cataliza ambas reacciones 

es la C-18 hidroxilasa que también tiene actividad oxidasa y existe casi exclusivamente en 

la ZG, por lo tanto la producción de aldosterona se limita a esta zona. Otros esteroides 
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sintetizados en la corteza adrenal son los andrógenos, dehidroepiandosterona, 

androstenediona y testosterona.  

Los esteroides mayoritarios sintetizados en las gónadas son los andrógenos 

androstenediona y testosterona, y los estrógenos estradiol y estrona. Los andrógenos 

contienen 19 átomos de carbono, mientras que los estrógenos 18. Éstos se sintetizan a 

partir de los primeros por pérdida del grupo metilo angular C-19 y la formación de un anillo 

aromático, reacción que realiza la enzima aromatasa. Los andrógenos androstenediona y 

testosterona son transformados a los estrógenos estrona y estradiol respectivamente. La 

testosterona también es transformada a dihidrotestosterona en sus células blanco.  La baja 

o nula actividad de 21-hidroxilasa en las células de Leydig le otorga a estas células su alta 

capacidad de síntesis de testosterona. La conversión de P5 y P4 en glucocorticoides y 

mineralocorticoides está significativamente disminuida por la deficiente hidroxilación en 

posición 21, determinando que los sustratos de esta enzima deriven en la formación de 

andrógenos. 

II.3. HORMONAS ESTEROIDOGÉNICAS Y SU MECANISMO DE A CCIÓN  

II.3.a. Hormonas Esteroidogénicas  

En las células de la pars distalis de la adenohipófisis se sintetizan las hormonas LH, 

FSH y un grupo de hormonas que derivan de un precursor común, llamado 

proopiomelanocortina (POMC) [138]. El procesamiento del POMC genera las hormonas 

ACTH, α y β-melanocito estimulante (MSH), β-lipotrofina (LPH) y β-endorfinas. Las 

hormonas LH, FSH y ACTH son hormonas que promueven la esteroidogénesis en gónadas 

y corteza adrenal. 

La LH y la FSH son glicoproteínas de 32 kDa constituídas por una subunidad α común 

a ambas, y una subunidad β característica de cada una [139]. Esta estructura es 

compartida también con otra hormona hipofisaria, la hormona tirotrofina (TSH). Aunque la 

subunidad β no tiene actividad por sí misma, la actividad biológica específica de estas 

hormonas está determinada por esta subunidad y para ello debe estar unida no 
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covalentemente a la subunidad α. LH estimula la producción de testosterona en las células 

de Leydig y la producción de progesterona por el cuerpo lúteo. La producción de 

estrógenos por el ovario está sostenida por FSH. En mamíferos, los ciclos menstruales, 

ovulación, mantenimiento de la gestación, parición y lactancia ocurren por la acción 

concertada de las hormonas LH, FSH y CG. Cuando las células de Leydig son el modelo de 

estudio se utiliza ampliamente la hormona gonadotrofina coriónica (CG) como estímulo. 

Esta tiene estructura similar a LH y tiene la propiedad de ser reconocida por el mismo 

receptor, por lo que puede actuar en células de Leydig estimulando la producción de 

andrógenos a través de la misma cascada de transducción de señales que LH.  

El ACTH es un péptido de 39 aminoácidos que regula la producción de 

glucocorticoides en la ZF y en la ZR de la glándula adrenal y la producción de 

mineralocorticoides en la ZG. La angiotensina es un péptido que regula la síntesis de 

mineralocorticoides en la ZG. 

II.3.b. Mecanismo de transducción de señales dispar ado por LH y ACTH  

- Participación de PKA en el mecanismo de acción de  LH y ACTH  

LH y ACTH ejercen su acción mediante un mecanismo que se inicia con la unión a sus 

receptores de la membrana plasmática [4, 140]. Ambas hormonas se unen a receptores 

específicos de la familia de los 7TMS y promueven un aumento de los niveles intracelulares 

de AMPc y la activación de la PKA y consecuentemente, la fosforilación de proteínas 

regulatorias en residuos de serina/treonina [3, 4, 141, 142]. De esta manera se 

desencadena la respuesta celular específica: la síntesis y secreción de hormonas 

esteroides. La regulación aguda y crónica de la esteroidogénesis en células 

adrenocorticales y de Leydig por ACTH y LH respectivamente está básicamente mediada 

por proteínas fosforiladas por la acción de PKA, aunque estas hormonas también 

promueven la activación de otras proteínas quinasas.  

Si bien es comúnmente aceptado que los efectos disparados por el receptor de LH 

son mediados fundamentalmente por PKA, otras vías de transducción de señales como las 
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activadas por PKC y Ca2+/calmodulina quinasa (CaMK) también participan de este proceso 

[143, 144].  

En células adrenocorticales bovinas se ha demostrado que el tratamiento con ACTH 

resulta en un aumento de la actividad de PKC que depende del tiempo y de la dosis [145]. 

También se ha descripto que ACTH incrementa la actividad de la proteína quinasa 

dependiente de Ca2+/calmodulina en células adrenocorticales de rata [146]. Como se 

analizará en el punto siguiente, ACTH también dispara la activación de miembros de la 

familia de las MAP quinasas.  

- Las MAPKs en el mecanismo de acción de LH y ACTH 

El mecanismo de acción de LH involucra la activación de la quinasa ERK1/2. En gran 

medida los estudios realizados con relación a este tema, como muchos relacionados con la 

regulación hormonal de la esteroidogénesis, fueron realizados empleando como modelo 

experimental células de Leydig de origen murino de la línea MA-10 [147]. En este tipo 

celular, como también en células de Leydig de rata, se ha demostrado que la estimulación 

con LH produce la activación de ERK1/2 a través de un mecanismo que requiere la 

actividad de la proteína Ras [148]. A diferencia de la activación de ERK1/2 por ACTH, este 

mecanismo es dependiente de PKA [148, 149]. 

Muchos aspectos relacionados con el mecanismo de acción de ACTH y la regulación 

de la esteroidogénesis se conocen a partir de los estudios realizados utilizando como 

modelo experimental las células adrenocorticales de origen murino de la línea Y1 [150]. 

Estas células, aunque de origen tumoral, se comportan como las células normales de la 

glándula adrenal de ratón en muchos aspectos, y están ampliamente aceptadas como 

modelo para el estudio de la regulación hormonal aguda de la esteroidogénesis adrenal. 

Estudios realizados en células Y1 permitieron demostrar que ACTH promueve la activación 

de varios miembros de la familia de las MAPKs. Se demostró que tanto en células Y1 como 

en la corteza adrenal de rata, la hormona ACTH promueve la activación de JNK a través de 

un mecanismo dependiente de PKC y de Ca2+ [151]. Los autores han postulado que esta 

activación estaría involucrada en la expresión de genes responsables de la respuesta 

celular a situaciones de estrés. Otros autores demostraron además que ACTH promueve la 

activación de ERK1/2, evento detectado a los pocos minutos de la estimulación hormonal 
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de células Y1 [152]. El mecanismo por el cual ACTH promueve la activación de ERK1/2 es 

independiente de PKA, ya que en células Kin-8, mutantes derivadas de la línea Y1 que no 

expresan la subunidad catalítica de PKA, ACTH aún es capaz de provocar la activación de 

las ERKs [152].  

En esta sección y la anterior se describió la acción de LH y ACTH sobre las quinasas 

PKA y ERK1/2. Dado que ambas hormonas promueven la esteroidogéneis, la pregunta que 

surge es cual es el grado de participación de ambas quinasas en la activiacion de la 

esteroidogénesis. Un tema en particular ha sido tópico de intenso debate y ha promovido un 

gran número de investigaciones con el fin de conocer con exactitud cómo las hormonas 

esteroidogénicas promueven, mediante la fosforilación de proteínas, el incremento en la 

velocidad de síntesis de esteroides: cuál es la identidad del sustrato de esta(s) quinasa(s) 

activada(s) por acción hormonal y cómo se conecta éste y el proceso esteroidogénico. 

Algunos aspectos relacionados con estos temas se discuten en las secciones siguientes. 

II.4. REGULACIÓN HORMONAL AGUDA DE LA ESTEROIDOGÉNE SIS  

II.4.a. Papel de la síntesis proteica en la regulac ión hormonal de la esteroidogénesis     

Con respecto a la acción de las hormonas LH y ACTH sobre la esteroidogénesis 

pueden diferenciarse temporalmente dos fases: aguda y crónica. La regulación aguda, 

sobre la cual nos referiremos a continuación, se extiende durante unos pocos minutos luego 

de iniciado el estímulo. La regulación crónica ocurre en un período más extenso, del orden 

de horas. Los efectos crónicos de LH y ACTH incluyen el incremento de la transcripción de 

genes que codifican enzimas involucradas en la síntesis de esteroides [153], manteniendo 

así la capacidad esteroidogénica celular. En contraste con lo que ocurre en la fase crónica, 

en la fase aguda el nivel de enzimas esteroidogénicas permanece constante [154]. 

A diferencia de las hormonas proteicas que son almacenadas en vesículas 

secretorias, las hormonas esteroides no se almacenan en cantidades apreciables en las 

células esteroidogénicas. Es por ello que una respuesta esteroidogénica rápida o aguda 

requiere de la síntesis de novo de esteroides. Los efectos agudos de las hormonas ACTH y 
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LH se atribuyen principalmente a la fosforilación dependiente de PKA de proteínas 

regulatorias que afectan el transporte de colesterol a la membrana mitocondrial interna. En 

la biosíntesis de esteroides la reacción que transcurre más lentamente es la que 

corresponde a la conversión de colesterol a pregnenolona, catalizada por el complejo 

enzimático P450scc [155]. Sin embargo, el efecto esteroidogénico agudo no está limitado 

por el mecanismo catalítico en sí sino por el acceso de colesterol al sitio activo del complejo 

P450scc. Más específicamente, el paso limitante y hormonalmente regulado de la 

esteroidogénesis es el transporte de colesterol desde la membrana mitocondrial externa a 

la interna [156] y éste ocurre en respuesta a la cascada de eventos de fosforilación 

desencadenada por las hormonas ACTH y LH en las células blanco respectivas. Esto se 

evidencia por el hecho de que los derivados solubles del colesterol, que atraviesan 

libremente las membranas mitocondriales, como el 22(R)-OH-colesterol, se metabolizan a 

pregnenolona en ausencia de estímulo hormonal [155-157] indicando que el complejo 

P450scc es completamente activo en ausencia del estímulo hormonal y que la 

disponibilidad de colesterol es el factor regulado hormonalmente. 

Uno de los primeros y más importantes hallazgos en el estudio de la regulación aguda 

de la esteroidogénesis fue comprobar que la misma es dependiente de la síntesis de novo 

de proteínas [158-160]. Se ha observado que el tratamiento con inhibidores de la síntesis 

proteica tales como la cicloheximida (CHX), previo al estímulo hormonal, evita el incremento 

de la velocidad de síntesis de esteroides que produce la hormona y no afecta el transporte 

de colesterol a la membrana mitocondrial externa ni la actividad de P450scc, pero sí el 

transporte de colesterol a la membrana mitocondrial interna [156]. 

A partir de los estudios descriptos en el párrafo anterior surgió la hipótesis que 

propuso que un factor estimulado hormonalmente, rápidamente sintetizado, sensible a 

cicloheximida y lábil participa en la estimulación aguda de la síntesis de hormonas 

esteroides estimulando el transporte de colesterol hacia la membrana mitocondrial interna. 

La búsqueda de este factor dio como resultado la identificación de varias proteínas que 

tienen la capacidad de incrementar el transporte intramitocondrial de colesterol y que 

reúnen, en mayor o menor medida, los requisitos como para ser consideradas la proteína 

lábil necesaria para la regulación aguda de la esteroidogénesis. Sin embargo, estudios más 

recientes sugieren que la existencia de esta(s) proteína(s) no sería suficiente para explicar 
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el transporte de colesterol. La misma necesitaría de un canal específico y definido a través 

del cual se produzca el transporte [161-163]. Se ha demostrado la formación de sitos de 

contacto entre ambas membranas mitocondriales los cuales estarían constituidos por 

proteínas que forman un puente o posiblemente un túnel entre ambas membranas 

mediando, entre otras funciones, el transporte de colesterol [164]. 

II.4.b. Proteínas intermediarias en la regulación a guda de la esteroidogénesis     

         Los conocimientos acerca de la participación de una proteína regulada 

hormonalmente y de alto recambio en la regulación aguda de la esteroidogénesis 

promovieron una serie de estudios con el objetivo de identificar una o más proteínas con 

estas características. Dos de las proteínas descriptas como intermediarios obligatorios, 

aunque no suficientes, en la acción de hormonas esteroidogénicas involucradas en el 

mecanismo de transporte de colesterol son el PBR (Peripheral-type Benzodiazepine 

Receptor), actualmente denominado TSPO (Translocator Protein) y la proteína StAR 

(Steroidogenic Acute Regulatory Protein) [165]. 

- Receptor periférico de benzodiazepinas / Translocat or protein 

El receptor periférico de benzodiazepinas (peripheral-type benzodiazepine receptor, 

PBR) es una proteína de la membrana mitocondrial externa de expresión ubicua. Sin 

embargo en tejidos esteroidogénicos los niveles de expresión de esta proteína son muy 

superiores a los observados en el resto de los tejidos [166].  

El PBR presenta un dominio conteniendo un sitio consenso de unión a colesterol, es 

abundante principalmente en células esteroidogénicas y es indispensable para la 

supervivencia [167]. Esta proteína, que une colesterol con alta afinidad, ha sido 

recientemente redenominada Translocator Protein (18 kDa) (TSPO) teniendo en cuenta su 

función prominente [168]. La TSPO es una proteína integral de la membrana mitocondrial 

externa donde está funcionalmente asociada a canales mitocondriales como los canales de 

aniones dependientes de voltaje (VDAC, voltage-dependent anion-selective channel) y el 

transportador de nucleótidos de adenina (ANT, adenine nucleotide transporter) ubicado en 
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la membrana mitocondrial interna [167]. Asimismo se asocia con PKA y su proteína de 

anclaje en mitocondria (PAP7) [164]. 

Como hemos mencionado, el ligando endógeno de PBR/TSPO es el inhibidor de unión 

al diazepán (DBI). El DBI, al igual que el PBR, está presente en numerosos tejidos, pero se 

expresa en altas concentraciones en células esteroidogénicas [169]. El DBI y los agonistas 

de benzodiazepinas al unirse a PBR estimulan el transporte intramitocondrial de colesterol y 

la esteroidogénesis [170]. 

- Proteína StAR  

Esta proteína fue descripta inicialmente como miembro de una familia de proteínas de 

peso molecular comprendido entre 30 y 37 kDa que se sintetizan en células adrenales en 

respuesta al estímulo hormonal agudo [3, 142]. Posteriormente se demostró que la proteína 

de 30 kDa proviene de un precursor de 37 kDa y que la misma es capaz de estimular la 

transferencia de colesterol a la mitocondria, por lo cual fue denominada StAR 

(Steroidogenic Acute Regulatory protein) [171]. Actualmente se presume que el precursor 

de 37 kDa es la forma activa de la proteína [172], que por estimulación hormonal se 

fosforila por acción de PKA y experimenta clivaje proteolítico secuencial para generar la 

proteína madura de 30 kDa que se acumula en la matriz mitocondrial [171-173].  

La evidencia más fuerte respecto del requerimiento de StAR en la síntesis de 

hormonas esteroides es que mutaciones en el gen que codifica para la proteína StAR 

(STARD1) causan Hiperplasia Adrenal Lipoide Congénita [174, 175], una rara y severa 

patología humana. Los individuos afectados con esta patología tienen una deficiente o nula 

capacidad de sintetizar todos los esteroides adrenales y gonadales. Este fenotipo es 

idéntico al del ratón knock out de StAR, lo que demuestra fehacientemente el rol de la 

proteína StAR en la esteroidogénesis [176]. 
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II.5. REGULACIÓN HORMONAL DE LA EXPRESIÓN Y ACTIVIDAD DE StAR  

II.5.a. Regulación de la expresión de StAR  

La expresión de StAR está finamente regulada hormonalmente [177, 178]. En 

particular las hormonas ACTH y LH promueven un incremento tanto de los niveles de su 

ARNm como de la síntesis y fosforilación de la proteína [50, 173, 179]. 

En células esteroidogénicas, tanto la estimulación hormonal aguda como el 

tratamiento con análogos del AMPc incrementan la síntesis de novo de la proteína StAR y 

la producción de esteroides, en una forma dependiente del tiempo y la concentración del 

estímulo. Se ha comprobado que las hormonas esteroidogénicas que actúan vía AMPc, in 

vivo incrementan los niveles del ARNm y proteína de StAR aproximadamente a los 15-30 

minutos de estimulación, alcanzando un máximo a las 6 horas [180, 181]. Dado que 

diversos trabajos han demostrado que el aumento en los niveles de ARNm precede al 

incremento en los niveles proteicos [178, 182], se deduce que la transcripción del gen de 

StAR es uno de los principales eventos sobre los cuales AMPc/PKA ejerce su accion 

regulatoria. 

Ciertos factores de crecimiento como el factor de crecimiento epidérmico y el factor de 

crecimiento símil insulina 1 pueden estimular la síntesis de esteroides en células de Leydig 

a través del incremento de la expresión de StAR, sin afectar los niveles de AMPc [183, 

184]. Al respecto se ha demostrado que la vía de PKC podría ser relevante en la inducción 

del gen de StAR y esteroidogénesis por factores de crecimiento [143]. 

Si bien la regulación de la expresión del gen STARD1 ha sido extensamente 

analizada, todavía no está completamente esclarecida la secuencia de eventos que 

desencadenan LH/ACTH para promover la activación de este gen e incrementar los niveles 

de la proteína StAR en la respuesta esteroidogénica aguda.  

- Rol del ácido araquidónico en la regulación de StAR  

El ácido araquidónico (AA) es otro regulador de la expresión de StAR. La liberación 

de AA constituye un proceso regulado por acción hormonal por un mecanismo que incluye 
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eventos de fosfo/desfosforilación. Los primeros estudios en este tema demostraron que la 

acción de LH y ACTH en sus respectivos tejidos blanco promueve un incremento en los 

niveles de AA el cual participa en la estimulación de la síntesis de esteroides [185-187]. Las 

investigaciones de nuestro grupo encaradas con el fin caracterizar el mecanismo de 

liberación de AA por acción de LH/ACTH condujeron a la descripción de una nueva vía de 

generación de AA intramitocondrial en células esteroidogénicas [188]. En esta vía 

intervienen dos proteínas: una acil-CoA sintetasa 4 (Acsl4) [189] y una acil-CoA tioesterasa 

mitocondrial (Acot2), purificada y caracterizada a nivel molecular en nuestro laboratorio 

[190, 191]. Acsl4 es una enzima que utiliza preferentemente AA como sustrato, para formar 

araquidonoil-CoA. El araquidonoil-CoA se une a una proteína ligadora de acil-CoA que la 

dirige a la mitocondria donde es sustrato de Acot2, una enzima que es regulada por 

fosforilación dependiene de PKA. La hidrólisis de araquidonoil-CoA rinde AA libre y 

coenzima A (CoA-SH).   

El papel fundamental de las proteínas Acot2 y Acsl4 en la liberación de AA y la  

estesteoidgénesis ha sido bien demostrado a través de experimentos en los que se bloquea 

la expresión de estas proteínas [192]. En concordancia con estos hallazgos posteriormente 

se determinó que el gen de StAR posee un elemento respondedor a AA que reside en la 

región -96/-67 de su promotor y se observó que los metabolitos lipoxigenados de AA 

inducen la transcripción del gen [193]. Por lo tanto se postula que el AA que se genera en la 

mitocondria por la acción concertada de Acsl4 y Acot2 ante el estimulo hormonal se 

metaboliza, posiblemente por lipoxigenasas mitocondriales, y los metabolitos se dirigen al 

núcleo donde promueven la inducción de StAR [194].  

- Secuencias antisentido naturales en la regulación  de StAR 

La proteína StAR está codificada por un marco de lectura abierta de 852 pb repartidos 

en 7 exones [195, 196]. Se ha caracterizado ampliamente la regulación de su transcripción 

inducida por AMPc a través de elementos en la región 5’ UTR (untranslated region) [196, 

197]. Se ha demostrado que esta secuencia da origen a tres transcriptos de distinto 

tamaño, que difieren en la longitud de la región 3’ UTR [196, 198]. Recientemente se ha 

demostrado una regulación independiente de los diferentes transcriptos de StAR [199], pero 

todavía no se conoce exactamente la función de los diferentes transcriptos ni los 
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mecanismos que regulan su expresión.  

Nuestro grupo de trabajo ha descripto un nuevo tipo de regulación de la transcripción 

de StAR. Esta regulación está mediada por transcriptos antisentido naturales (Natural 

Antisense Transcripts, NATs). Tanto en células de Leydig MA-10 como en tejidos 

esteroidogénicos de ratón se detectó la expresión de un transcripto antisentido natural de 

StAR que es regulado hormonalmente. Más aún, la sobre-expresión de este NAT tiene un 

efecto diferencial sobre los transcriptos de StAR y altera la expresión de la proteína StAR y 

la esteroidogénesis, lo que pone en evidencia la importancia de este NAT en la regulación 

de la síntesis de esteroides (Dra. Fernanda Castillo, Tesis Doctoral, 2009, Facultad de 

Farmacia y Bioquímica, UBA). 

- Factores de transcripción que participan en la expr esión de StAR  

En numerosos trabajos se ha abordado extensamente el estudio de la regulación 

transcripcional de StAR focalizando la atención en una variedad de factores de 

transcripción que están bien caracterizados como capaces de interactuar con el promotor 

correspondiente. Entre éstos se incluyen reguladores positivos, tales como SF-1 

(steroidogenic factor 1, NR5A1), CREB/CREM (cAMP response-element binding 

protein/CRE modulation protein), SREBP (sterol regulatory element binding protein), NUR77 

(Nerve Growth Factor Induced β, NR4A1), GATA-4, C/EBPβ (CCAAT/enhacer binding 

protein), Sp1 y la familia de AP1 (activator protein 1), y reguladores negativos, como DAX-1 

(dosage-sensitive sex reversal-adrenal hipoplasia congenita critical region on the X-

chromosome) y YY1 (ying and yang 1) [197]. 

Se ha demostrado que los factores de transcripción mencionados se unen a la región 

proximal del promotor de StAR (250 nucleótidos anteriores al sitio de iniciación de la 

transcripción) y que juegan un rol crítico controlando la expresión de este gen. Más aún, se 

demostró que existe una cooperación/interacción funcional entre muchos de estos factores 

[197]. Si bien las hormonas que regulan la esteroidogénesis regulan la expresión de StAR 

mediante su acción a nivel de la inducción y/o actividad de estos factores, otro importante 

mecanismo regulatorio de la transcripción de StAR involucra la acetilación y metilación de 

las histonas unidas al promotor de StAR [200, 201]. Estas modificaciones de las histonas 
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influyen en la compactación de la cromatina, alterándola y permitiendo de esta forma la 

interacción con diversos factores de transcripción. 

Dos de los factores de transcripción que participan en la expresión de StAR ya 

mencionados serán descriptos con mayor detalle a continuación por su relevancia en el 

contexto de este trabajo.  

SF-1 (NR5A1):  es un miembro de la familia de receptores nucleares huérfanos que 

está presente en diversos tejidos endócrinos como la glándula adrenal y las gónadas [202]. 

El análisis de los ratones knock out para SF-1 reveló el rol esencial de este factor en el 

desarrollo de tejidos esteroidogénicos, por su acción sobre la inducción de genes que 

codifican para enzimas esteroidogénicas [203]. Se ha determinado la existencia de al 

menos 6 sitios de unión para SF-1 en el promotor de StAR, ubicados en las regiones -754, -

483, -445, -132, -97 y -42 respecto del sitio de inicio de la transcripción. En células de 

Leydig MA-10 se ha demostrado un incremento significativo en la asociación del SF-1 al 

promotor de StAR a los 15 minutos del estímulo con AMPc. Pasado este tiempo esta 

asociación disminuye notablemente para ir aumentando nuevamente en forma gradual 

hasta alcanzar un máximo a las 2 horas que se mantiene luego de 4 horas de estimulación 

[200]. Este patrón de unión al promotor sugiere que el SF-1 participa tanto en la iniciación 

de la transcripción como en el mantenimiento de la misma a largo plazo. Debido a la 

expresión constitutiva de SF-1, aún en presencia de la hormona, se sugirió y luego 

demostró que los cambios temporales de asociación de SF-1 al promotor de StAR son el 

resultado de modificaciones post-traduccionales, más precisamente fosforilaciones [204, 

205], las cuales modularían la asociación de este factor con proteínas (coactivadores o 

corepresores) que forman parte de la maquinaria de transcripción. En función de esto se ha 

analizado la presencia de sitios de fosforilación en la secuencia proteica de SF-1. El análisis 

de la secuencia ha mostrado la existencia de un posible sitio de fosforilación por ERK1/2. 

Posteriormente se corroboró efectivamente la fosforilación de SF-1 en serina 203 por 

ERK1/2 en respuesta al estímulo hormonal y se vio que esta modificación modula la 

actividad de SF-1 mediante la asociación a distintos cofactores [204, 205]. Se ha 

determinado que SF-1 fosforilado es menos susceptible a la acción de proteasas que en su 

estado desfosforilado, lo cual sugiere que la fosforilación del SF-1 induciría un cambio 

conformacional en su LBD (ligand binding domain) que promovería su compactación. 
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También se han observado otras modificaciones post-traduccionales sobre SF-1 que 

modulan su actividad, como la acetilación y la sumoilación [206, 207]. 

NUR77 (NR4A1):  este factor de transcripción está presente en varios tejidos, 

incluyendo testículo, ovario, músculo, timo, glándula adrenal y en el sistema nervioso 

central. Al igual que SF-1, es también miembro de la familia de receptores nucleares 

huérfanos. Actualmente se sabe que es un importante regulador de la expresión génica en 

células esteroidogénicas, incluyendo células de Leydig [208, 209]. A diferencia de SF-1, 

NUR77 es un factor de transcripción clasificado como un gen de expresión temprana ya 

que se induce rápidamente por múltiples estímulos fisiológicos como Ca2+, factores de 

crecimiento, prostaglandinas, neurotransmisores, hormonas [210-214]. Trabajos muy 

recientes han demostrado la inducción del gen de NUR77 en respuesta a LH/CG en células 

de Leydig [215, 216]. El mecanismo por el cual estas hormonas promueven la inducción, 

como también la activación por fosforilación, involucra una cascada de señales que en 

parte son desencadenadas por un aumento intracelular de Ca2+. En ese mecanismo, la 

quinasa CaMKII tiene un papel relevante aunque no se descarta la participación de las 

MAPKs y de fosfatasas dependientes de Ca2+, según lo que se observa para la inducción y 

activación de NUR77 en otros sistemas [210, 217]. 

- Rol de PKA y ERK1/2 en la inducción de StAR 

En secciones anteriores se mencionó que en células adrenocorticales y de Leydig, la 

estimulación por la correspondiente hormona trófica conduce a la activación de ERK1/2. Se 

plantea entonces el interrogante de cuál es el papel funcional de la actividad de estas 

enzimas en la regulación hormonal de la esteroidogénesis. Se ha demostrado, mediante el 

uso de inhibidores específicos, que el bloqueo de la activación de ERK1/2 promovida por 

AMPc inhibe la esteroidogénesis y la inducción de StAR en células adrenocorticales Y1 y 

de Leydig MA-10 [218]. En este trabajo los autores demuestran que la actividad de ERK1/2 

es necesaria para la fosforilación del factor de transcripción SF-1, el cual debe estar 

fosforilado para promover la transcripción del gen StAR.  

Aunque en células de Leydig de la línea MA-10 se demostró que la cascada de 

ERK1/2 está involucrada en la expresión de StAR [218], la actividad de estas quinasas 

puede estimular o inhibir la expresión de StAR según el tipo de estímulo que origine su 
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activación. Por ejemplo la preincubación de las células con un inhibidor de ERK1/2, UO126, 

disminuye la expresión de StAR cuando el estímulo es PMA, pero la aumenta cuando el 

estímulo es AMPc/hCG [149]. Estos resultados contradictorios se atribuirían al hecho que la 

actividad de ERK1/2 modula en distinto grado dos eventos que producen efectos opuestos 

sobre la expresión de StAR: incrementa tanto la fosforilación y actividad de SF-1 como la 

expresión de DAX-1, un factor inhibitorio de la transcripción de StAR. 

II.5.b. Regulación de la actividad de StAR  

La proteína StAR fue descripta inicialmente como una fosfoproteína mitocondrial. En 

su secuencia se han identificado dos posibles sitios de fosforilación por PKA y uno por 

PKC. Mediante experimentos de mutación sitio dirigida se observó que la fosforilación de 

los residuos serina 56 y serina 194 son críticos para la actividad de esta proteína [219]. Su 

fosforilación por PKA es esencial y obligatoria para su activación y la producción de 

esteroides.  

Recientemente en nuestro laboratorio se ha descripto en la mitocondria un complejo 

multimérico de proteínas quinasas, que incluye a PKA, MEK1/2 y ERK1/2. En esta 

organela, la actividad de ERK1/2, que se incrementa por estimulación hormonal, es 

responsable de la fosforilación y activación de StAR [50]. Incluso se demostró en 

reacciones de fosforilación in vitro que ERK1/2 fosforila a StAR en serina 232 y que esta 

fosforilación es necesaria para la acción de StAR sobre el transporte de colesterol a la 

mitocondria [50].  

En síntesis, se concluye que en células adrenocorticales y de Leydig las quinasas 

ERK1/2 participan en la activación de StAR mediante un mecanismo que involucra la 

fosforilación directa de esta proteína en la mitocondria. Además estas quinasas participan 

en la activación/inducción de varios factores de transcripción, como SF-1 y NUR77, 

necesarios para la inducción de STARD1. 
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III. PROTEÍNAS FOSFATASAS EN CÉLULAS ESTEROIDOGÉNIC AS  

LH y ACTH regulan tanto el trofismo de sus células blanco como la producción de 

esteroides a través de un mecanismo básicamente mediado por eventos de fosforilación de 

proteínas en residuos de serina/treonina. Dado que el grado de fosforilación de las 

proteínas depende del balance neto entre las actividades de proteína quinasas y proteína 

fosfatasas, la caracterización de los procesos de desfosforilación de proteínas en estos 

sistemas, incluyendo las enzimas y los correspondientes sustratos, merece ser analizada. 

Para aquellos procesos regulados por LH/ACTH vía PKA no sólo será importante conocer 

acerca de las serina/treonina fosfatasas que intervienen en el balance del grado de 

fosforilación de las proteínas reguladas por acción hormonal, sino también estudiar las 

fosfatasas duales y las tirosina fosfatasas. Esta consideración se basa en el hecho de que 

la activación de serina/treonina quinasas como PKA y PKC puede desencadenar la 

expresión y modulación de la actividad de distintos tipos de fosfatasas [107]. 

III.1. REGULACIÓN DE PROTEÍNAS FOSFATASAS EN CÉLULA S 

ESTEROIDOGÉNICAS POR LH/ACTH  

III.1.a. Regulación de Proteínas Serina/Treonina Fo sfatasas por LH/ACTH  

Los primeros trabajos relacionados con las proteínas fosfatasas de células 

productoras de esteroides se focalizaron en la regulación de la serina/treonina fosfatasa 

PP1 en la corteza adrenal de rata. Se demostró que ACTH producía, en forma dependiente 

del tiempo y de la dosis, la fosforilación y activación del I1, un inhibidor de PP1 [220]. Estos 

resultados indicaban que los procesos de desfosforilación de proteínas en residuos de 

serina y treonina, al menos los mediados por PP1, resultarían inhibidos por la acción de 

ACTH.  

Los trabajos relacionados con las serina/treonina fosfatasas en células 

esteroidogénicas posteriores a los de Iyer y col. tenían como objetivo establecer el papel de 

estas enzimas en la regulación hormonal aguda de la esteroidogénesis. La estrategia para 
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estos estudios consistió en evaluar la producción de esteroides en células estimuladas en 

presencia de inhibidores de serina/treonina fosfatasas permeables, como el ácido okadaico 

y la caliculina A. Estos estudios demostraron que los compuestos mencionados impiden la 

acción de la hormona o el segundo mensajero sobre la producción de esteroides en células 

de ZG y de ZF de la corteza adrenal bovina, sugiriendo que la actividad de serina/treonina 

fosfatasas es un requerimiento de la acción hormonal sobre la producción de esteroides 

[221]. Consistentemente con este hallazgo, Jones y col. demostraron que los inhibidores 

mencionados bloquean la inducción de la proteína StAR por AMPc [222]. 

En nuestro laboratorio de demostró la inhibición de serina/treonina fosfatasas por 

AMPc. Se comprobó que la actividad de PP2A es inhibida por AMPc en células de Leydig 

MA-10 [223]. Estos resultados y los de Sayed y col. resultan incompatibles. Dado que los 

inhibidores de serina/treonina fosfatasas inhiben la síntesis proteica, es posible que la 

inhibición de la síntesis de esteroides por estos compuestos se deba a este efecto. 

En células adrenocorticales Y1 también se detectó que ACTH promueve la asociación 

de dos serina/treonina fosfatasas, PP1 y PP2A, al promotor del gen que codifica para el 

receptor de ACTH (Mc2r) [224]. El patrón de asociación de estas fosfatasas al promotor de 

Mc2r es bifásico y coincide con el patrón de deacetilación de la histona H4 unida a este 

promotor. Además se pudo observar que las fosfatasas coinmunoprecipitaban con la 

histona deacetilasa 7 (HDAC-7). En conjunto, estos resultados sugieren que ambas 

fosfatasas podrían promover la desfosforilación de algún factor de transcripción en el 

contexto del promotor de Mc2r. Más aún, la utilización de inhibidores de serina/treonina 

fosfatasas en estas células repercutió negativamente sobre la transcripción del gen Mc2r, al 

impedir la unión de la ARN polimerasa II a su promotor. Estos trabajos demuestran la 

importancia de las proteínas fosfatasas en la regulación transcripcional en general. En este 

contexto es de destacar que en otro sistema se ha demostrado que la asociación de PP1 

con HDAC-7 es necesaria para la desfosforilación de CREB [225].  
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III.1.b. Regulación de Proteínas Tirosina Fosfatasa s por LH/ACTH  

Las primeras observaciones que vincularon a las proteínas desfosforiladas en tirosina 

con los mecanismos de transducción de señales de las hormonas esteroidogénicas datan 

de principios de la década del 90. Han y Rubin analizaron el efecto de ACTH sobre el 

contenido de fosfotirosina en proteínas de células adrenocorticales de la línea Y1. 

Demostraron que ACTH promueve la rápida desfosforilación de la paxilina, una proteína del 

citoesqueleto, a través de un mecanismo dependiente de PKA [226].  

La estimulación de células esteroidogénicas en cultivo por las hormonas tróficas 

correspondientes produce un cambio en la morfología celular. Las células pasan de una 

morfología plana a una redondeada, a los pocos segundos de ser estimuladas. Las 

investigaciones de Han y Rubin mostraron que el pervanadato, un anión que inhibe la 

actividad de PTPs por su acción sobre el grupo tiol de las mismas, inhibe el efecto de ACTH 

sobre el redondeo de las células Y1 y sobre la desfosforilación de la paxilina. En base a 

estos resultados, se sugirió que la desfosforilación en tirosina inducida por ACTH involucra 

la activación de PTPs más que la inhibición de una proteína quinasa. En células 

adrenocorticales bovinas, la estimulación con ACTH también produce la rápida 

desfosforilación en tirosina de la paxilina mediante un mecanismo dependiente de la acción 

de PKA [227].  

En coincidencia con las investigaciones descriptas, en nuestro laboratorio se demostró 

que en ZF de adrenal de rata, el tratamiento hormonal in vivo produce una reducción del 

contenido de fosfotirosina de proteínas endógenas, una de ellas identificada como la 

paxilina. Este hecho se correlaciona con un incremento transitorio de la actividad de PTPs 

en la fracción citosólica. Dado que la incubación in vitro de ZF de adrenal de rata con AMPc 

también incrementa la actividad de PTPs, se postuló que este efecto es mediado por la 

fosforilación dependiente de PKA [228].  

Los trabajos siguientes se focalizaron en identificar las enzimas responsables del 

incremento de la actividad total de tirosina fosfatasa en la fracción citosólica y que son 

moduladas por acción de ACTH/AMPc. Mediante el análisis en geles de actividad de 

tirosina fosfatasa, se demostró que ACTH promueve la activación de tres PTPs en la 

fracción soluble de ZF de adrenal de rata, cuyos pesos moleculares son 115, 80 y 50 kDa 
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[228]. Más aún, posteriormente se demostró que en células de Leydig MA-10 la 

estimulación con LH/hCG también promueve la activación de PTPs, en este caso de 110-

115 kDa y 50 kDa respectivamente [229]. Con respecto a la fosfatasa de 115 kDa se 

comprobó que su actividad se incrementa por fosforilación in vitro con PKA y que reune 

características como para ser identificada con una PTP ampliamente descripta como 

reguladora de la fosforilación de paxilina, PTP-PEST (Dra. Alejandra Gorostizaga, Tesis 

Doctoral 2008, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA).  

En células adrenocorticales bovinas se ha identificado a PTP1D como una tirosina 

fosfatasa activada por ACTH/PKA [85]. Recientemente en nuestro laboratorio se determinó 

que la PTP de 80 kDa de ZF de adrenal de rata que se activa por ACTH es PTP1D. Se 

demostró además  que la fosforilación in vitro por PKA incrementa su actividad y que ACTH 

estimula la asociación in vivo de PTP-1D con la paxilina (Dra. Alejandra Gorostizaga, Tesis 

Doctoral 2008, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA). 

III.1.c. Regulación de Proteínas Fosfatasas Duales por LH/ACTH  

En células esteroidogénicas, además de demostrarse la presencia de proteínas con 

actividad de tirosina fosfatasas y serina/treonina fosfatasas como se mencionó 

anteriormente, se ha demostrado la expresión de una fosfatasa de actividad dual de la 

familia de las MKPs, la MAP Quinasa Fosfatasa-1 (MKP-1). 

En nuestro laboratorio se ha descripto que en células adrenocorticales de la línea Y1, 

ACTH y su segundo mensajero AMPc promueven la inducción rápida y transitoria de MKP-

1. En estas células la inducción promovida por ACTH está mediada por mecanismos 

dependientes e independientes de PKA, ya que la utilización de un inhibidor de dicha 

quinasa no bloqueó completamente el efecto promovido por la hormona [107]. Además 

hemos demostrado que el AMPc, también promueve la inducción de esta fosfatasa en 

céulas de Leydig de la línea MA-10 [230].  

En células adrenocorticales humanas H295R se ha descripto que ACTH incrementa 

los niveles del ARNm y de la proteína de MKP-1. Incluso se demostró la fosforilación in vitro 

de esta proteína por PKA [231]. Por otra parte también se ha comprobado que otra 
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hormona esteroidogénica como Angiotensina II también provoca la inducción de MKP-1 en 

células adrenales bovinas [232]. 

Lo expuesto en esta sección indica que la inducción hormonal de fosfatasas de 

actividad dual de la familia de las MKPs, al menos MKP-1, es un evento común en células 

esteroidogénicas. Este hecho, sumado a que la actividad de MAPKs, en particular ERK1/2,  

está fuertemente relacionada con la activación de la esteroidogénesis, nos lleva a 

hipotetizar que la inducción de MKPs por hormonas esteroidogénicas es un mecanismo 

adicional de regulación del proceso esteroidogénico. 

Es importante destacar en esta sección que el mecanismo principal de regulación de 

las MKPs involucra cambios en los niveles de expresión de las mismas. Este mecanismo 

tiene una cinética lenta comparada con el que corresponde a la modulación de la actividad 

por modificación covalente, por ejemplo la activación de determinadas tirosina fosfatasas 

por estímulo hormonal. Por lo tanto en células esteroidogénicas, las hormonas tróficas 

correspondientes son capaces de producir el cambio en la actividad de tirosina fosfatasas 

por dos mecanismos diferentes: la activación rápida de PTPs por fosforilación y la inducción 

de un miembro de la familia de las MKPs, MKP-1. 

III.2. FUNCIÓN DE PROTEÍNAS FOSFATASAS EN CÉLULAS E STEROIDOGÉNICAS 

III.2.a. Participación de PTPs en la regulación de la esteroidogénesis  

Los trabajos de Han y Rubin demostraron que ACTH dispara la desfosforilación de la 

paxilina, una proteína que participa en los arreglos del citoesqueleto [226]. Se demostró 

además que en células adrenales bovinas [227] y en ZF de adrenal de rata [228] la 

estimulación con ACTH produce el mismo efecto. Estos resultados plantean la hipótesis 

acerca de la participación de las PTPs en la esteroidogénesis a través de la modulación de 

la arquitectura del citoesqueleto.   

Uno de los eventos más tempranos que ocurre en células esteroidogénicas en cultivo 

en respuesta a la estimulación hormonal es un cambio en la morfología celular [233]. 

Durante mucho tiempo se ha debatido acerca de la relación existente entre la arquitectura 
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del citoesqueleto y la estimulación hormonal de la esteroidogénesis. Diversos estudios, en 

los que se han empleado diferentes modelos experimentales como cultivos primarios, 

líneas celulares, células en suspensión y de diferentes especies, han aportado 

conclusiones contradictorias con respecto a la relación entre los componentes del 

citoesqueleto y la esteroidogénesis.  

En algunos estudios realizados utilizando células adrenocorticales de la línea Y1 y 

adrenales de rata, se observó que agentes que disrrumpen la estructura microtubular 

provocan un incremento en la producción de esteroides. En base a estos estudios se ha 

postulado que la remoción del esqueleto microtubular podría eliminar la barrera física entre 

las gotas lipídicas conteniendo colesterol y la mitocondria [233, 234]. Otros estudios indican 

que tanto en células de Leydig de rata [235] como células Y1 [236] los agentes 

antimicrotubulares estimulan la esteroidogénesis basal pero inhiben la esteroidogénesis 

inducida hormonalmente. Se postula que el incremento en la esteroidogénesis basal 

observado en células Y1 expuestas a estos agentes podría deberse a los efectos de 

disrupción que producen los mismos sobre las membranas mitocondriales, lo cual facilitaría 

el transporte del colesterol al P450scc [236]. La inhibición sobre la esteroidogénesis 

estimulada hormonalmente, podría deberse a un efecto inhibitorio sobre la internalización 

del colesterol de la membrana plasmática o proveniente de lipoproteínas provocado por los 

inhibidores [237].  

Por lo discutido queda claro que la participación de los diferentes componentes del 

citoesqueleto en la estimulación hormonal aguda de la esteroidogénesis aún no se ha 

establecido. Por lo tanto, hasta el presente no se puede inferir si la desfosforilación de la 

paxilina por las PTPs activadas por LH/ACTH altera la magnitud de la respuesta 

esteroidogénica a la estimulación hormonal aguda. 

Independientemente de una acción a nivel del citoesqueleto, las tirosina fosfatasas 

podrían participar en la regulación de la esteroidogénesis, actuando en algún paso de la 

cascada de señalización hormonal, o sobre algún evento necesario en la síntesis de 

esteroides. Con el fin de conocer si la actividad de tirosina fosfatasas tiene una función en 

la estimulación hormonal de la esterpoidogénesis, se evaluó la producción de esteroides de 

células estimuladas en presencia de compuestos que inhiben la actividad de estas enzimas 

(pervanadato y óxido de fenilarsina). Se demostró que estos compuestos, en 
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concentraciones que no inhiben la actividad de PKA, inhiben la esteroidogénesis estimulada 

por la hormona o por AMPc sin afectar la esteroidogénesis basal. En contraste, estos 

inhibidores no interfieren con la esteroidogénesis sostenida a partir de 22(R) OH-colesterol, 

un análogo permeable de colesterol que difunde libremente a la mitocondria sin requerir 

estímulo hormonal para su transporte. En síntesis, estos estudios demostraron que la 

regulación de la esteroidogénesis tanto por LH como por  ACTH requiere de la acción de 

PTPs en un punto localizado luego de la activación de PKA y previo al transporte del 

colesterol a la mitocondria [228, 238].  

Dado que la inhibición de la actividad de tirosina fosfatasa impide la acción hormonal 

sobre la producción de esteroides, se analizó si la actividad de PTPs es necesaria para la 

expresión de StAR. Se demostró que los inhibidores de PTPs, en concentraciones que no 

afectan la síntesis proteica, reducen significativamente los niveles del ARNm y de la 

proteína StAR inducidos por AMPc en células de Leydig MA-10 y adrenocorticales de la 

línea Y1 [223, 229], por lo que se concluye que la actividad de tirosina fosfatasa tiene un 

papel funcional en la esteroidogénesis por su acción a nivel de la inducción de la proteína 

StAR.  

Recientemente se demostró que la inhibición de la actividad de tirosina fosfatasa 

bloquea la inducción por AMPc de la proteína Acsl4 y de StAR y que este efecto puede ser 

revertido por el agregado de ácido araquidónico [239]. Como hemos mencionado, la 

liberación de AA, proceso que requiere la actividad de Acsl4 en células esteroidogénicas, 

interviene en la inducción de la proteína StAR. Dado que la inducción de Acsl4 es 

bloqueada por inhibidores de PTPs, podría postularse que la actividad de tirosina fosfatasas 

sobre la inducción de la proteína StAR, estaría mediada por la liberación de AA [240].  

Los trabajos discutidos en esta sección revelan que la activación de tirosina fosfatasas 

es un proceso necesario para que las hormonas esteroidogénicas promuevan la síntesis de 

esteroides. Aunque el mecanismo molecular exacto aún no está completamente dilucidado, 

se sabe que la actividad de tirosina fosfatasas participa en la inducción hormonal de la 

proteína StAR. Por lo tanto a este tipo de fosfatasas se le adjudica un rol en el “encendido” 

del proceso esteroidogénico. Más aún, datos recientes de nuestro grupo avalan la hipótesis 

acerca de la participación de PTP1D en este evento.  
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III.2.b. Participación de MKP-1 en la regulación de  la esteroidogénesis   

Se ha demostrado que otro evento para el cual es relevante la actividad de proteínas 

fosfatasas en células esteroidogénicas es la expresión de enzimas hidroxilasas de la familia 

del citocromo P450 (CYPs) que intervienen en la biosíntesis de esteroides. Estas 

hidroxilasas son inducidas como parte de la regulación hormonal crónica.  

Los estudios realizados en células adrenocorticales humanas de la línea H295R sobre 

la transcripción del gen hCYP17, que codifica para la 17α-hidroxilasa, indicaron que los 

inhibidores de serina/treonina y tirosina fosfatasas incrementan la unión del factor de 

transcripción SF-1 al promotor de este gen, aumentando su actividad transcripcional ante el 

estímulo con ACTH/AMPc. Además, en este trabajo se observó que el grado de 

fosforilación del SF-1 disminuía en respuesta al estímulo hormonal. En base a estos 

estudios, se sugirió que una fosfatasa de actividad dual dependiente de AMPc estaría 

involucrada en la regulación de la actividad del factor de transcripción SF-1 [241]. En 

trabajos posteriores de este grupo se analizó la participación de MKP-1 en la inducción del 

hCYP17. Mediante experimentos de sobre-expresión e inhibición de la expresión de esta 

fosfatasa corroboraron su rol en la regulación de este gen, y concluyeron que MKP-1 

promueve el incremento en los niveles del ARNm de CYP17 posiblemente a través de la 

desfosforilación de SF-1, aunque no se analizó el grado de fosforilación de este factor [231]. 

En células adrenocorticales murinas, se ha estudiado la participación del SF-1 en la 

regulación transcripcional del gen del receptor de ACTH (Mc2r). En estas células, la 

estimulación con la hormona indujo un patrón cíclico de asociación del SF-1 al promotor del 

gen Mc2r de características bifásicas. Al comienzo del estímulo el grado de asociación del 

SF-1 a este promotor aumentaba rápidamente y luego disminuía significativamente a los 80 

minutos de estimulación, tiempo en el cual se observa el máximo de expresión de la 

proteína MKP-1. Cuando se analizó la cinética de fosforilación del SF-1 y de la expresión de 

MKP-1 se vio que el momento de máxima expresión de MKP-1 coincidía con una 

disminución del nivel de SF-1 fosforilado. Este hecho llevó a dos conclusiones, primero, que 

es necesaria la desfosforilación de SF-1 luego de la primera ronda de transcripción del gen 

Mc2r probablemente para permitir la participación de otros factores de transcripción sobre 

el promotor de dicho gen. Segundo, que la actividad de MKP-1 es necesaria para el pasaje 
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a la segunda ronda de transcripción del gen Mc2r debido a que esta fosfatasa sería la 

responsable de promover la desfosforilación del SF-1 [224]. 

Los trabajos mencionados en este punto indican que es necesaria la actividad de 

MKPs en la transcripción de genes relacionados con la esteroidogénesis, regulados por 

acción hormonal en la fase crónica. En particular en estos trabajos se determinó que la 

acción de MKPs repercute en el grado de fosforilación de SF-1 y que tanto la forma 

fosforilada como la desfosforilada de este factor son componentes de la maquinaria 

transcripcional. Aún no ha sido establecido si este mecanismo también opera en la 

transcripción de genes esteroidogénicos de la etapa aguda. Dado la inducción de StAR es 

dependiente de la fosforilación de SF-1 por ERK1/2, la expresión de MKP-1 podría, a través 

de su acción sobre esta quinasa, participar en el cierre de la acción hormonal aguda. Sin 

embargo la participación de MKP-1 en la regulación de estos genes parece ser más 

compleja, pudiendo tener efectos opuestos dependiendo de la cinética de inducción de los 

mismos.  

En resumen, y en base a lo expuesto en los dos últimos capítulos de esta 

Introducción, se puede señalar que la biosíntesis de hormonas esteroides es un proceso 

altamente regulado. Según se ha mencionado, la esteroidogénesis no sólo está regulada 

por proteína quinasas, sino también por proteínas fosfatasas. En particular la enzima MKP-

1 parece tener un papel preponderante en eventos transcripcionales dependientes de 

ERK1/2. Es conocido que la fosforilación de SF-1 parece estar finamente regulada por el 

balance entre la actividad de las MAPKs y la actividad de MKPs [224].  

Aunque en otros sistemas se conoce que la expresión de MKP-1 está regulada a 

distintos niveles, se desconoce si estos mecanismos regulatorios son disparados también 

por las hormonas esteroidogénicas. Con el fin de analizar estos aspectos y obtener 

información acerca de la función de esta enzima en células esteroidogénicas, en esta Tesis 

Doctoral se identificarán los mecanismos de regulación transcripcional y post-traduccional 

de MKP-1 en células de Leydig de la línea MA-10 y adrenocorticales de la línea Y1 por 

acción hormonal y se estudiará además el rol de esta fosfatasa en la expresión de 

proteínas claves del proceso esteroidogénico. 
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Los antecedentes descriptos en relación con la participación de las MAP quinasas, 

particularmente ERK1/2, en la regulación hormonal de la producción de esteroides  ponen 

en evidencia la importancia de mantener un control estricto de la actividad de estas 

enzimas. En este contexto surge la importancia de las enzimas que controlan la magnitud y 

el tiempo de acción de las MAP quinasas: las MAP quinasas fosfatasas (MKPs). Los niveles 

de estas enzimas y su actividad en un dado compartimento subcelular y en un determinado 

tiempo permiten acotar de manera precisa en el aspecto temporal y espacial la actividad de 

las MAP quinasas.  

La inducción de la proteína StAR es un evento crucial en la regulación hormonal de la 

síntesis de esteroides por su capacidad de estimular el paso limitante de la 

esteroidogénesis. Considerando que las MAP quinasas ERK1/2 son activadas por 

hormonas que regulan la esteroidogénesis y que estas enzimas participan tanto en la 

inducción de StAR como en la fosforilación y activación de ésta, planteamos como hipótesis 

que la regulación de MKPs por las hormonas esteroidogénicas es un mecanismo para el 

control del cierre de la actividad de MAP quinasas y por ende, del proceso esteroidogénico.   

Específicamente en este trabajo nos abocamos al análisis de la regulación de MKP-1. 

Postulamos que la actividad de MKP-1 podría contribuir a cerrar la acción hormonal sobre 

la expresión del gen que codifica para la proteína StAR a través de un mecanismo que 

promueve el estado desfosforilado de factores de transcripción que participan en este 

proceso y que son activados por fosforilación dependiente de ERK1/2 ante el estímulo 

hormonal y/o la inhibición de la expresión de factores de transcripción cuya inducción es 

dependiente de ERK1/2.  

Con el fin de analizar la hipótesis planteada nos fijamos como objetivo general 

analizar la regulación hormonal de MKP-1 en células  esteroidogénicas y establecer el 

papel funcional de esta enzima en estas células. 

 

Los objetivos específicos  planteados son los siguientes: 

1- Analizar la regulación transcripcional de MKP-1 por acción de LH en células de 

Leydig de la línea MA-10. 
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2- Estudiar la regulación post-traduccional de MKP- 1 ejercida por LH y ACTH en 

células de Leydig de la línea MA-10 y adrencortical es de la línea Y1, respectivamente 

y caracterizar el mecanismo correspondiente.  

 

3- Establecer el rol funcional de MKP-1 sobre la sí ntesis de esteroides en células de 

Leydig de la línea MA-10. 

 

4- Establecer los efectos de MKP-1 sobre la expresi ón de los genes STARD1, 

CYP11A1 y NUR77. 
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I. REACTIVOS UTILIZADOS  

Los siguientes reactivos fueron provistos por Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, 

USA): el medio de cultivo Waymouth MB732, anticuerpo anti-flag, 8-Br-adenosina 3’,5’-

monofosfato cíclico (8Br-AMPc), N-[2-(p-bromocinamilamino)-etil]-5 isoquinolinasulfonamida 

(H-89), PD98059, actinomicina D (actD), seroalbúmina bovina (BSA), oligonucleótidos 

random, estándares de peso molecular para electroforesis, HEPES, ditiotreitol, ácido etilén 

diamino tetra-acético (EDTA), sacarosa, Tris, ácido etilén glicol-bis (2-aminoetiléter)-

N,N,N’,N’ tetraacético (EGTA), glicina, glutation, leupeptina, pepstatina A, Tritón X-100, 

dodecil sulfato de sodio (SDS), TemedTM.  

Las enzimas de restricción, la transcriptasa reversa M-MLV (Moloney Murine 

Leukemia Virus), Go Taq ADN polimerasa, Pfx Platinum ADN polimerasa, dNTPs, inhibidor 

de ribonucleasas RNAsin® y diversos reactivos de biología molecular fueron provistos por 

Promega (Madison, WI, USA). Los oligonucleótidos utilizados para amplificación por PCR y 

la Lipofectamina 2000 fueron adquiridos en Invitrogen (Molecular Probes, Eugene, Oregon, 

USA). La agarosa D1-LE se adquirió en Biodynamics (Ciudad de Bs. As., Argentina). 

El material plástico para cultivo se compró a Corning-Costar (NY, USA). La Tripsina-

EDTA, antibióticos, suero equino, TRIzol® se adquirieron a la empresa Gibco-Life 

Technologies Inc. (Gaithersburg, MD, USA).  

Los anticuerpos utilizados fueron del siguiente origen: el anticuerpo policlonal anti-

MKP-1, que también reconoce a la isofoma MKP-2, fue comprado a Santa Cruz 

Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, California,USA); el anticuerpo contra las formas 

fosforiladas y no fosforiladas de ERK1/2 fueron comprados a Cell Signaling (Beverly, MA, 

USA); el anticuerpo monoclonal anti-β-tubulina fue comprado a Upstate Biotechnology 

(Lake Placid, NY, USA); el anticuerpo policlonal anti-StAR fue producido en nuestro 

laboratorio; el anticuerpo monoclonal anti-subunidad 2 del complejo III fue adquirido a 

Invitrogen (Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA); los anticuerpos anti-IgG de ratón y de 

conejo desarrollados en cabra y conjugados con peroxidasa fueron de BioRad Laboratories 

(Hércules, California, USA). 

Las membranas de polifluoruro de vinilideno (PVDF), reactivos (acrilamida, 

bisacrilamida y otros) y equipos de electroforesis (Mini-Protean II, equipos de transferencia 
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y de secado de geles) fueron provistos por BioRad Laboratories. El equipo de electroforesis 

para geles de agrosa Gel XL ultra V-2 es de Labnet International (Edison, NJ, USA). El 

reactivo de detección de Western blot por quimioluminiscencia (ECL) se adquirieron en GE 

Argentina (Buenos Aires, Argentina). 

El material radioactivo fue adquirido en la empresa PerkinElmer (Boston, MA, USA): 

[32P] Fosfato y [γ-32P]-ATP. 

II. MÉTODOS GENERALES DE BIOLOGÍA MOLECULAR  

- Plásmidos utilizados 

Los plásmidos utilizados en este trabajo fueron los siguientes: pGL3-StAR, 

gentilmente cedido por Colin Jefcoate, Department of Pharmacology, University of 

Wisconsin-Madison Medical School, Madison, Wisconsin, USA, [242], pGL3-CYP11A1, 

gentilmente cedido por Bon-chu Chung, Institute of Molecular Biology, Academia Sinica, 

Nankang, Taipei, Taiwan, republica de China, [243], pGL3-NUR77, gentilmente cedido por 

Takashi Yazawa, Department of Biochemistry, Faculty of Medical Sciences, University of 

Fukui, Fukui, Japan, [216] y pFLAG-ERK2, gentilmente cedido por Melanie Cobb, 

Department of Pharmacology, University of Texas Southwestern Medical Center, Dallas, 

Texas, USA [244]. 

El plásmido pGEM®-T Easy (Promega) (Figura 7) fue utilizado para subclonar los 

productos amplificados en las reacciones de PCR como se explicará a continuación. 
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Figura 7: Mapa del plásmido comercial pGEM ®-T Easy. 

El vector de expresión pRc/CMVi [245] se utiliza para estudios de sobre-expresión de 

proteínas en eucariotas. Este plásmido es una modificación basada en la digestión con 

BamHI y posterior religación del plásmido pRc/CMV originalmente obtenido de Invitrogen 

(Carlsbad, CA, USA) (Figura 8). 
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Figura 8: Mapas del plásmido comercial pRc/CMV y de  su versión modificada pRc/CMVi. 
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El plásmido p3XFLAG-CMV-7.1 (Sigma) (Figura 9), se utiliza para estudios de sobre-

expresión de proteínas fusionadas a una secuencia específica de aminoácidos (flag) que 

permite su identificación mediante un anticuerpo comercial anti-flag.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Mapa del plásmido comercial p3xLFAG-CMV-7 .1. 

El plásmido pSUPERretro (OligoEngine), es un vector de expresión de ARN 

pequeños de interferencia (siRNA). Este vector fue utilizado en los estudios de 

disminución de expresión de proteínas en células eucariotas (Figura 10). 

 

Figura 10: Mapa del plásmido comercial pSUPERretro. 
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- Electroforesis en geles de agarosa 

Para muestras de ADN se utilizaron geles de agarosa de distintos porcentajes (por lo 

general entre 1-1,5% p/v) conteniendo 0,5 µg/ml de bromuro de etidio y preparados en 

solución TAE (4,84 g Tris, 1,14 ml ácido acético glacial, 0,74 g Na2EDTA.2H2O en agua 

deionizada csp 1 litro). La separación se realizó en un aparato de electroforesis horizontal 

bajo voltaje constante (80 voltios). La visualización de los fragmentos se realizó utilizando 

un transiluminador de luz ultravioleta de 305 nm. Las imágenes de los geles fueron 

obtenidas con el analizador Gel-Pro (IPS, North Reading, MA, USA). 

- Purificación de fragmentos de ADN 

Se utilizó este método con el fin de purificar los productos de amplificación por PCR y 

los fragmentos obtenidos de corte con enzimas de restricción.  

Se realizó una electroforesis de las muestras de ADN en un gel de agarosa. Las 

bandas de interés fueron escindidas y purificadas utilizando el kit Wizard® SV Gel and PCR 

Clean-Up System (Promega) y siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante. 

Se adicionaron al tubo 10 µl de solución de unión a la membrana (isotiocianato de 

guanidina 4,5 M, acetato de potasio pH 5 0,5M) por cada 10 mg de gel de agarosa y se 

incubó 10 minutos a 55-65°C, mezclando vigorosament e cada 2 minutos para disolver la 

agarosa. Se transfirió la mezcla de gel disuelto a una minicolumna Wizard® conteniendo 

una membrana de sílica, se incubó por 1 minuto y centrifugó durante 1 minuto a 16.000xg. 

El ADN quedó adherido a la sílica, se descartó el eluido y se lavó la columna con 700 µl de 

solución de lavado de la membrana (acetato de potasio pH 5,0 10 mM; EDTA,7 µM, pH 8 

16, etanol 80%) y se repitió el centrifugado. Se realizó un segundo lavado con 500µl de 

solución, centrifugando esta vez durante 5 minutos. Se descartó el eluato y se centrifugó 1 

minuto adicional. Se eluyó el ADN con 50 µl de H2O libre de nucleasas, con una 

centrifugación de 1 minuto a 16000 x g.  

- Ligación en el plásmido pGEM ®-T Easy 

Los fragmentos de ADN purificados por gel se ligaron al plásmido pGEM®-T Easy para 
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su posterior secuenciación y análisis. Se colocó 1 µl de solución amortiguadora 10x para 

ADN ligasa de T4 (Tris-HCl 300 mM, pH 7,8, MgCl2 100 mM, DTT 100 mM, ATP 10 mM, 

polietilenglicol 10%), 1 µl (50 ng) del vector, la cantidad correspondiente del fragmento de 

ADN a ligar en relación 3:1 (inserto:vector) y 1 µl de ADN ligasa de T4 (3U) y H2O en un 

volumen final de 10 µl. Se dejó transcurrir la reacción durante toda la noche a 4oC. El 

producto de ligación se utilizó para transformar bacterias competentes XL1-Blue. 

- Digestión con endonucleasas de restricción 

Se siguió el protocolo sugerido por el fabricante. Para ello 1 µg de ADN se digirió con 

5U de la enzima de restricción en una mezcla de reacción que contenía 2 µl de solución 

amortiguadora 10x adecuada para cada enzima, BSA acetilada 2 µg/µl y H2O hasta un 

volumen final de 20 µl. La incubación fue realizada durante 3 horas a 37oC con agitación 

suave. Los productos de la digestión se resolvieron en gel de agarosa y luego fueron 

purificados a partir del gel como se comentó previamente. 

- Desfosforilación de vectores y reacción de ligaci ón 

A 20 µl del producto purificado de la reacción de digestión con endonucleasas de 

restricción, se le adiciona 26U de fosfatasa alcalina de intestino de ternera en una solución 

amortiguadora y se deja transcurrir la reacción durante 20 minutos a 37°C. La reacción es 

finalizada por incubación a 65°C durante 15 minutos . A continuación el producto es 

purificado con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). 

La reacción de ligación se realizó combinando 1 µl del vector desfosforilado (100ng), 2 

µl de solución amortiguadora de ligación 2X (Promega), 1 µl de ADN ligasa de T4 (3 U/µl) y 

la cantidad correspondiente de inserto en un volumen final de 20 µl. La reacción se incubó 

toda la noche a 15ºC. 

- Cepas bacterianas y medios de cultivo de bacteria s 

La cepa de Escherichia coli que se utilizó en los subclonados fue: XL1-Blue de 

Stratagene Labs Systems (La Jolla, CA, USA). Su genotipo es: endA1, gyrA96, hsdR17, lac-

, recA1, relA1, supE44, thi-1, [F` laclqZ � M15, proAB, Tn10]. 
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Estas bacterias se cultivaron en el medio Luria-Bertani (LB) cuya composición es 10 g 

Triptona, 5 g extracto de levadura, 5 g NaCl en 1 litro de agua. Para seleccionar colonias 

transformadas con plásmidos que les otorgan resistencia a ampicilina, el medio LB fue 

suplementado con 50 µg/ml de este antibiótico. Para preparar placas con medio de cultivo 

sólido, se agregaron 15 g/litro de agar.   

- Preparación de bacterias competentes 

Para la preparación de bacterias competentes, se inoculó una colonia aislada de la 

cepa XL1-Blue en 5 ml de medio LB y se incubó a 37°C con agitación continua durante toda 

la noche. A continuación, se hizo una dilución 1:100 sembrando alícuotas de 100 µl de 

bacterias en 10 ml de medio LB fresco y se incubó en agitador nuevamente a 37°C hasta 

llegar a la fase de crecimiento exponencial (DO600nm = 0,4-0,6). Luego el cultivo fue 

centrifugado a 5000 rpm durante 10 minutos y el sedimento resuspendido en 5 ml de CaCl2 

50 mM frío y estéril. La suspensión fue mantenida en hielo durante 20 minutos repitiendo 

posteriormente el paso de centrifugación. En este caso el sedimento obtenido fue 

resuspendido en 1 ml de solución fría de CaCl2 50 mM e incubado durante toda la noche a 

4°C con el agregado de glicerol (25%). A continuaci ón las células fueron fraccionadas en 

alícuotas de 200 µl y se conservaron a -70°C. 

- Transformación de Escherichia coli competentes 

Todos los materiales para el procedimiento de transformación, incluyendo las 

soluciones y los tubos de polipropileno, fueron mantenidos a 4oC durante todo el 

procedimiento. 

El método empleado es una variación del método de Hanahan. Las bacterias 

competentes fueron descongeladas en un baño de hielo/H2O. En un tubo Eppendorf frío se 

colocaron 10 µl de la solución de ADN plasmídico (0,1 µg) y se adicionaron 200 µl de la 

suspensión de células competentes mezclando con pipeta para homogeneizar la mezcla. 

Se dejó estabilizar a 4oC durante 30 minutos y luego se realizó un choque térmico a 42oC 

por 45 segundos, seguido inmediatamente por una incubación en hielo durante otros 2-3 

minutos. Posteriormente se adicionaron 500 µl de medio LB fresco (sin antibióticos) y se 
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incubaron a 37ºC durante 60 minutos con agitación, para lograr la recuperación de las 

células. Finalmente se centrifugaron a temperatura ambiente a 10000 rpm durante 3 

minutos y se cultivaron las bacterias en placas conteniendo LB agar con ampicilina. Las 

placas fueron incubadas en estufa toda la noche a 37oC. 

- Aislamiento y purificación de ADN plasmídico a pe queña escala (MINIPREP) 

Las colonias bacterianas transformadas seleccionadas se inocularon en 3 ml de LB 

con ampicilina y se incubaron durante la noche a 37°C con agitación contínua. Se utilizó el 

sistema Wizard® (Promega) y se siguió el protocolo sugerido por el fabricante. El cultivo 

obtenido se centrifugó a 10000 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente y el 

sedimento se resuspendió en 200 µl de una solución conteniendo Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, 

EDTA 10 mM y ARNasa A 100 µg/ml. A continuación se adicionaron 200 µl de solución de 

lisis (NaOH 0,2 M, SDS 1%) y 200 µl de solución de neutralización (acetato de potasio 

1,32M, pH 4,8). La suspensión resultante se centrifugó a 10000 x g durante 5 minutos y el 

sobrenadante se trasvasó a una columna conteniendo la resina DNA Wizard® (Promega). 

Se centrifugó la columna a 10000xg durante 2 minutos. El ADN plasmídico quedó retenido 

en la columna y la matriz se lavó con 2 ml de una solución conteniendo: Tris-HCl 20 mM, 

pH 7,5, NaCl 200 mM, EDTA 5 mM y etanol 55%. Luego se volvió a centrifugar a 10000xg 

durante 2 minutos. Por último se eluyó el ADN de la resina con 50 µl de agua libre de 

nucleasas precalentada a 60°C y se centrifugó una ú ltima vez a 10000 x g durante 2 

minutos, recolectando el eluato en un tubo nuevo. 

- Aislamiento y purificación de ADN plasmídico a me diana escala (MIDIPREP)  

Las colonias bacterianas transformadas seleccionadas se inocularon en 100 ml de LB 

con ampicilina y se incubaron durante la noche a 37°C con agitación continua. Se utilizó el 

sistema Wizard® Plus Midipreps DNA Purification System (Promega) y se siguió el protocolo 

sugerido por el fabricante. El cultivo obtenido se centrifugó a 10000 x g durante 10 minutos 

a temperatura ambiente y el sedimento se resuspendió con pipeta en 3 ml de una solución 

conteniendo Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, EDTA 10 mM y ARNasa A 100 µg/ml. A continuación 

se adicionaron 3 ml de solución de lisis (NaOH 0,2 M, SDS 1%) y 3 ml de solución de 

neutralización (acetato de potasio 1,32 M, pH 4,8). Se incubó a temperatura ambiente 10 
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minutos y la suspensión resultante se centrifugó a 14000 x g durante 15 minutos. El 

sobrenadante se trasvasó a un tubo conteniendo la resina DNA Wizard®. Se trasvasó la 

mezcla ADN/resina a una columna adaptada a una bomba de vacío. Luego de aplicar el 

vacío, el ADN plasmídico quedó retenido en la columna y la matriz se lavó dos veces con 

15 ml de una solución conteniendo acetato de potasio 80 mM, Tris-HCl 8,3 mM, pH 7,5, 

NaCl 200 mM, EDTA 10 µM y etanol 55%. Se secó la resina unos 30 segundos adicionales. 

Se transfirió la parte inferior de la columna a un tubo Eppendorf y se centrifugó a 10000 x g 

durante 2 minutos. Finalmente se eluyó el ADN de la resina con 300 µl de agua libre de 

nucleasas precalentada a 60°C y se centrifugó una ú ltima vez a 10000xg durante 20 

segundos.  

III. LÍNEAS CELULARES  

En este trabajo se utilizaron como modelo de estudio dos líneas celulares diferentes: 

la línea de células murinas de Leydig MA-10 y adrenocorticales de la linea Y1. Ambas son 

líneas celulares productoras de esteroides ampliamente caracterizadas y utilizadas para 

estos estudios.  

- La línea celular MA-10:  tuvo su origen en un tumor trasplantable murino de células de 

Leydig, M5480P [147]. Fue generosamente cedida por Mario Ascoli, University of Iowa, 

College of Medicine (Iowa City, IA, USA) y mantenida en medio Waymouth MB752/1 

conteniendo NaHCO3 1,1 g/l, Hepes 20 mM, gentamicina 50 µg/ml, y suero equino 15% 

inactivado por calor. Estas células retienen la capacidad de unir LH/hCG, conservan los 

mismos pasos regulatorios que las células de Leydig, y producen progesterona (P4) como 

esteroide principal.  

- La línea celular Y1:  proveniente de un tumor adrenocortical murino, generosamente 

cedida por Bernard Schimmer (University of Toronto, Toronto, Canadá). Fue mantenida en 

medio Ham-F10, suplementado con suero equino (12,5%) y suero fetal bovino (2,5%), 

ambos inactivados con calor; NaHCO3 1,2 g/l, penicilina 200 IU/ml y sulfato de 

estreptomicina 200 mg/ml, en una atmósfera húmeda con CO2 5% [150].   
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IV. ESTIMULACIÓN DE CÉLULAS EN CULTIVO  

Las células MA-10 y Y1 fueron sembradas en una densidad de aproximadamente 5 x 

104 o 1 x 105 o 4 x 105 células/pocillo de placas de cultivo de 48, 24 o 6 pocillos 

respectivamente y crecidas en estufa a 36°C, gasead a con 5% de CO2. Luego de alcanzar 

el grado de confluencia apropiado, las células fueron arrestadas en la fase G1 del ciclo 

celular transfiriéndolas en la fase logarítmica del crecimiento a medio sin suero durante 24 

horas. 

 La estimulación de las mismas se realizó por incubación en medio libre de suero en 

presencia o ausencia de las hormonas tróficas hCG, ACTH u 8Br-AMPc en concentraciones 

submáximas, según lo indicado en cada experimento. El tiempo de estimulación y 

concentración del estímulo utilizados se indica en la descripción de cada experimento en 

particular. Cuando se utilizaron H-89, PD98059, o actD, estos se agregaron al medio de 

cultivo durante 30 minutos previos al estímulo hormonal. 

Al finalizar los tratamientos, los medios de cultivo fueron colectados para detectar el 

contenido de progesterona (P4) por radioinmunoanálisis (RIA). La monocapa de células se 

lavó con solución salina NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4  4,3 mM, KH2PO4 1,47 mM 

(PBS pH 7,4) para ser luego procesadas para la obtención del ARN o las proteínas. 

V. INCORPORACIÓN DE [[[[32P]]]] FOSFATO EN CÉLULAS EN CULTIVO  

Se agregó [32P]PO4
3- (actividad específica 285,6  Ci/mg) a los cultivos de células MA-

10 en placas de 24 pocillos (200 µCi/ml) en medio DMEM con bajo contenido de fosfatos. 

Luego de 4 horas de incubación a 37ºC en atmósfera humidificada y con 5% de CO2, las 

células incorporaron entre un 40-50% de marca radioactiva. Finalizada esta etapa, los 

cultivos celulares fueron utilizados para evaluar el grado de fosforilación de la proteína flag-

MKP-1 como se indica en Resultados.  

VI. OBTENCIÓN DE LISADOS CELULARES  

Luego de los diferentes tratamientos realizados las células fueron lisadas. La lisis fue 

realizada con una solución conteniendo Tris-HCl 20 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, NaCl 
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125 mM y Tritón X-100 1% e inhibidores de proteasas y fosfatasas (leupeptina 10 µM, 

pepstatina A 1 µM, PMSF 1 mM, Na3VO4 200 µM, NaF 50 mM y β-glicerol fosfato 40 mM). 

Las células fueron cosechadas mecánicamente y de la suspensión obtenida se realizó la 

cuantificación de proteínas, que luego fueron analizadas por Western blot. Cuando el 

homogenato fue utilizado para valorar actividad de tirosina fosfatasa en solución, se omitió 

el agregado de Na3VO4. 

VII. DETERMINACIÓN DE ACTIVIDAD DE TIROSINA FOSFATA SA EN LISADOS 

CELULARES  

- Fosforilación de poli-glutámico-tirosina  

La fosforilación del poli-glutámico-tirosina (pGT) fue utilizada para los ensayos de 

medición de actividad de PTPs que se detalla en el siguiente punto. El sustrato pG[32P]T se 

obtuvo por fosforilación in vitro por acción del receptor de EGF activado por su agonista en 

presencia de [γ−32P]-ATP (actividad especifica: 3000 Ci/mM). La reacción de fosforilación se 

realizó en un volumen de 170 µl de una solución conteniendo 0,3 mg pGT, HEPES 50 mM 

(pH 7,4), NaCl 150 mM, NaAc 12 mM, MnCl2 2 mM, DTT 2 mM, Triton X-100 0,02%, ATP 

0,1 mM, [γ-32P]-ATP 300 µCi, receptor de EGF 5U, EGF 500 nM. La reacción se prolongó 

durante 18-20 horas a 30°C con agitación y se frenó  por el agregado de 170 µl de ácido 

tricloroacético 20%. La solución se dejó en un baño con hielo durante 30 minutos y luego se 

centrifugó durante 20 minutos a 12000 x g. El sedimento fue disuelto en Tris 2 M (100 µl) 

(pH 8) y sembrado en una columna de Sephadex G-50 (35 cm de altura x 0,8 cm de 

diámetro) equilibrada con imidazol 50 mM, pH 7,2. Esta misma solución se utilizó para la 

elución, en la que se recogieron fracciones de 400 µl. Para seleccionar la fracción 

conteniendo pG[32P]T, se cuantificó la radiactividad en cada fracción eluida en un contador 

β (efecto Cherenkov). El pG[32P]T eluido, usado como sustrato en los ensayos de 

desfosforilación, tuvo una actividad específica aproximada de 2x107 cpm/mg.  

- Ensayo de actividad de tirosina fosfatasa 

En este ensayo se evaluó la actividad de tirosina fosfatasa midiendo la liberación de 
32Pi del pGT marcado radiactivamente. La muestra se incubó con el sustrato radiactivo 
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(radiactividad ofrecida: 30000-40000 cpm/tubo) en una solución conteniendo imidazol 25 

mM (pH 7,4), BSA 2 mg/ml y β-mercaptoetanol 2 %. Luego de incubar durante 10 minutos a 

30°C se agregan 20 µl de una solución de BSA 25 mg/ ml como aporte de masa proteica 

para favorecer la posterior precipitación de las proteínas por el agregado de 180 µl de TCA 

20%. Luego de incubar durante 5 minutos a 4°C, se r ealizó una centrifugación de 5 minutos 

a 12000 x g para separar el precipitado proteico del sobrenadante. Posteriormente el 

sobrenadante conteniendo el Pi liberado se transfirió a un tubo para cuantificar la 

radiactividad debida al 32Pi en un contador de centelleo β. Con la metodología descripta, la 

radiactividad liberada (32Pi) en ausencia de enzima (blanco) fue rutinariamente menor al 5% 

de la radiactividad total ofrecida.  

Con esta metodología se evaluó la actividad de muestras provenientes de lisados 

totales de células MA-10 transfectadas con el vector pRc/CMVi conteniendo el ADNc de 

MKP-1 en orientación sentido o el vector vacío. La actividad de tirosina fosfatasa se 

expresó como pmoles de Pi liberado por minuto por ml de muestra.  

VIII. ANÁLISIS DE PROTEÍNAS   

- Determinación de proteínas por el método de Bradf ord 

La conentración de proteínas en las muestras fue determinada siguiendo el método 

descripto por Bradford [246], usando albúmina sérica bovina como proteína patrón. 

- Electroforesis en geles de poliacrilamida en cond iciones desnaturalizantes (SDS-

PAGE) 

Las proteínas provenientes de lisados celulares totales o mitocondriales (20-25 µg) 

fueron separadas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida conteniendo SDS 

(SDS-PAGE) conforme a la técnica descripta por Laemmli. Se realizaron geles planos de 

poliacrilamida entre placas de vidrio, utilizando el sistema MiniProtean III System de 

BioRad. El gel separador se preparó con acrilamida 10 o 12%, bisacrilamida 0,22% en Tris-

HCl 0,375 M, pH 8,8 conteniendo SDS 0,1%. La composición del gel concentrador fue 

acrilamida 5% y bisacrilamida 0,136% en Tris-HCl 0,125 M, pH 6,8 conteniendo SDS 0,1%. 

Las muestras a sembrar en los geles fueron preparadas en solución de siembra 
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conteniendo Tris-HCl 0,062 M, pH 6,8, SDS2%, glicerol 10%, β-mercaptoetanol 5% y azul 

de bromofenol 0,1% y hervidas para su completa desnaturalización. La electroforesis fue 

llevada a cabo a temperatura ambiente en solución amortiguadora Tris-HCl 0,025 M, pH 

7,4, glicina 0,190 M y SDS 0,1%, aplicándose voltaje constante de 100 voltios 

aproximadamente. 

- Western blot 

Una vez finalizada la electroforesis, las proteínas fueron electrotransferidas a 

membranas de PVDF en una solución amortiguadora conteniendo Tris 25 mM, pH 8,3, 

glicina 192 mM, y metanol 20%,  a un voltaje constante de 2,4 mA/cm2 durante 90 minutos. 

La visualización de las proteínas transferidas a las membranas se realizó sumergiendo 

las mismas en una solución de Ponceau S (Ponceau S 0,2% en ácido acético 1%) durante 

10 minutos removiendo luego el colorante no unido a las proteínas por lavados con 

metanol. 

Las membranas fueron luego incubadas en solución salina-Tris (Tris-HCl 20 mM, pH 

7,5, NaCl 500 mM, TBS) conteniendo Tween 20 0,5% (TTBS) con leche en polvo libre de 

grasas al 5% o BSA al 1% (solución de bloqueo) durante 60 minutos a temperatura 

ambiente para bloquear la unión inespecífica de los anticuerpos. Luego, las membranas 

fueron incubadas toda la noche a 4ºC con las diluciones apropiadas del anticuerpo primario 

a analizar.  

Posteriormente la membrana fue lavada 3 veces por 10 minutos en TTBS. Luego las 

membranas fueron incubadas durante 2 horas a temperatura ambiente con el anticuerpo 

secundario anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa en una dilución adecuada 

(1/3.000-1/20.000). Posteriormente se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno con 

TTBS y un último lavado con TBS. Finalmente la señal fue detectada por 

quimioluminiscencia utilizando el reactivo ECL y autorradiografía. 

- Fraccionamiento subcelular: obtención de las frac ciones nuclear y mitocondrial 

El aislamiento de las fracciones nuclear y mitocondrias fue realizado mediante 

centrifugación diferencial. Brevemente, células MA-10 fueron lavadas con PBS y 
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cosechadas en una solución amortiguadora conteniendo: Tris-HCl 10 mM, pH 7,4, sacarosa 

250 mM, EDTA 0,1 mM (solución amortiguadora TSE). Luego fueron homogeneizadas con 

un homogeinizador manual (Pellet pestle motor homogeniser, Kontes) y los homogenatos 

celulares fueron filtrados previamente con un filtro PES-77 (Polynom, Suiza), para eliminar 

restos celulares. Luego los homogenatos fueron centrifugados a 1000 x g durante 15 

minutos de manera de obtener la fracción nuclear en el sedimento. Esta fracción fue lavada 

dos veces con solución amortiguadora TSE, centrifugada a 1000 x g durante 15 minutos y 

luego resuspendida en la misma solución amortiguadora.  

El sobrenadante obtenido fue centrifugado a 15000 x g durante 15 minutos para 

obtener la fracción mitocondrial (sedimento) y una fracción post-mitocondrial 

(sobrenadante). La fracción mitocondrial fue lavada dos veces con solución amortiguadora 

TSE, centrifugada a 15000 x g durante 15 minutos y luego resuspendida en la misma 

solución amortiguadora.  

- Medición de lactato deshidrogenasa 

Las fracciones nucleares y mitocondriales fueron sometidas a análisis enzimático para 

determinar su pureza. Se determinó la cantidad de NADH consumido, agregando 25 �g de 

proteínas de la muestra a 1 ml de solución amortiguadora de reacción. La reacción se 

desarrolló a 25ºC, en solución amortiguadora fosfato de potasio 100 mM, pH 7, en 

presencia de Tritón X-100 1%, piruvato 30 mM y NADH 220 �M. Se midió la absorbancia a 

340 nm y se utilizó εNADH = 6.22 mM –1cm –1. La actividad se expresó como �moles de 

NADH consumidos / mg de proteínas por minuto.  

Se determinó de esta manera que ambas fracciones sólo presentaron 

aproximadamente un 10% de contaminación citosólica, valor aceptado por la bibliografía 

para fraccionamiento a partir de cultivos celulares [247]. 

- Inmunoprecipitación 

 Para la inmunoprecipitación de la proteína flag-MKP-1 se utilizó un lisado total de 

células MA-10. Las muestras (400 µg de proteinas) se incubaron durante 1 hora a 4°C en 

presencia de 2 µg del anticuerpo monoclonal anti-flag en un volumen final de 0,5 ml de 
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solución de inmunoprecipitación (Tris-HCl 50 mM pH 7,6, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, 

EGTA 1 mM, Triton X-100 0,1%, e inhibidores de proteasas y fosfatasas). Luego se agregó 

40 µl de proteína A/G plus-agarosa y se incubó durante 16 horas. Luego de esta 

incubación, las muestras se centrifugaron a 1000 rpm durante 4 minutos. Los 

sobrenadantes se descartaron y los precipitados se lavaron por centrifugación cuatro veces 

con 0,5 ml de una solución de lavado (Tris-HCl 50 mM pH 7,6, NaCl 1 M) y finalmente se 

resuspendieron en solución de siembra. Las muestras así preparadas se analizaron por 

Western blot o por SDS-PAGE seguida de autorradiografía. 

IX. ANÁLISIS DEL ARN Y ADN  

- Extracción de ARN total  

Para la obtención de ARN total se utilizó el reactivo TRIZOL™ siguiendo la técnica 

recomendada por el fabricante. Las células de la monocapa se lisaron por agregado de 1,2 

ml de TRIZOLTM por pocillo de 6 cm de diámetro y disrupción mecánica con pipeta 

automática. Luego, las muestras se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente 

para producir la disociación completa de los complejos nucleoproteicos. A continuación se 

agregó cloroformo (0,24 ml/ml de TRIZOL™) a las muestras. Los tubos se agitaron 

vigorosamente durante 15 segundos y se incubaron 3 minutos a temperatura ambiente, se 

centrifugaron a 12000 x g durante 15 minutos a 4ºC. Se aisló la fase acuosa, se le agregó 

alcohol isopropílico (0,5 ml/ml de TRIZOL™) y se incubó durante 10 minutos a temperatura 

ambiente, tras lo cual las muestras se centrifugaron 10 minutos a 12000 x g a 4ºC para el 

precipitado del ARN. Luego de la centrifugación, se descartó el sobrenadante y el ARN 

precipitado se lavó con etanol 75% (1 ml/ml de TRIZOL™). Luego de centrifugar a 7500 x g 

durante 5 minutos a 4ºC se retiró el sobrenadante y el ARN precipitado se secó al aire 

durante a 10 minutos. Luego se agregaron 20 �l de agua libre de ARNasas y se incubó 

durante 10 minutos a 55-60ºC para una disolución completa del ARN. 

 - Reacción de transcripción reversa (RT) 

Para estas reacciones se utilizó la transcriptasa reversa derivada del virus de la 

leucemia murina de Moloney (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase, M-
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MLV RT), que es una ADN polimerasa dependiente de ARN que puede utilizarse para 

sintetizar ADNc a partir de templados de ARNm largos (>5 kb). 

Para realizar la RT de los ARNm se utilizaron 2 µg de ARN total y 1 µg de 

oligonucleótidos al azar (random), llegando a un volumen de 15 µl con H2O tratada con 

DEPC. La mezcla fue incubada 5 minutos a 70ºC para desarmar las estructuras 

secundarias del ARN, y luego fue colocada rápidamente a 4ºC durante 1 minuto. Se le 

adicionaron 10 µl de una mezcla de reacción conteniendo 200 unidades de la enzima M-

MLV RT, 1,25 mM de cada dNTP, 25 unidades del inhibidor de ARNasas RNAsin® (1 U/ �l) 

en la solución de reacción de la enzima (Tris-HCl 50 mM, pH 8,3, KCl 75 mM, MgCl2 3 mM 

y DTT 10 mM). Luego las muestran se incubaron durante 1 hora a 37ºC. Luego de 

finalizada la reacción se tomaron alícuotas de 1-2 �l del ADNc obtenido y se efectuaron 

reacciones de PCR utilizando oligonucleótidos específicos. 

- Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Se utilizó un método estándar donde la reacción de amplificación del ADN se llevó a 

cabo en una solución amortiguadora conteniendo Tris/HCl 20 mM, pH 8,4, KCl 50 mM, 

MgCl2 2,5 mM, 0,1 mg/ml de BSA, 10 mM de cada uno de los dNTPs, 50 pmoles de cada 

oligonucleótido, 2,5 unidades de platinum Pfx ADN polimerasa y 0,1 µg de ADN templado.  

Se amplificaron dos fragmentos a partir del ADNc de MKP-1 de ratón (NM_013642) 

los cuales fueron luego utilizados para generar los vectores de expresión pRc/CMV-MKP-1 

sentido y antisentido (fragmento de 1,7 kb) y pFLAG-MKP-1 (fragmento de 1,4 kb). Los 

oligonucleótidos utilizados en las reacciones de PCR se describen en la tabla 1 y las 

condiciones de amplificación se describen a continuación: 

• Fragmento de 1,7 kb (nucleótidos 27 a 1796):  a) 2 minutos a 95ºC, b) 50 segundos a 

95ºC, c) 30 segundos 57ºC, d) 4 minutos a 72ºC y e) 5 minutos a 72ºC, con una 

repetición de 35 ciclos desde el segundo hasta el cuarto paso.  

• Fragmento de 1,4 kb (nucleótidos 139 a 1450): a) 2 minutos a 95ºC, b) 50 segundos a 

95ºC, c) 30 segundos 53ºC, d) 4 minutos a 72ºC y e) 5 minutos a 72ºC, con una 

repetición de 35 ciclos desde el segundo hasta el cuarto paso.  
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En ambos casos los productos de PCR se analizaron en un gel de agarosa teñido con 

bromuro de etidio, luego purificados a partir del gel en la forma que se describió 

anteriormente. Los fragmenos de interés fueron subclonados en el vector pGEM®-T Easy. 

 

Tabla 1: Oligonucleótidos utilizados para amplifica r el ADNc de MKP-1 de ratón.  Se 
muestran sus secuencias y las correspondientes Tm. Para cada par de oligonucleótidos se 
indica el tamaño del fragmento que amplifican (amplicón) y el número de ciclos utilizados 
para la reacción de PCR. 

- Reacción en cadena de la polimerasa semicuantitat iva (PCR semicuantitativa) 

Para evaluar el efecto de distintos tratamientos sobre la expresión del ARNm de MKP-

1, se realizaron RT-PCR semicuantitativas. En ellas se amplifica un fragmento de 560 pb 

correspondiente al ARNm de MKP-1 en un número de ciclos tal que se encuentre en la fase 

exponencial de la amplificación y la técnica sea así sensible a variaciones en los niveles del 

transcripto. El número de ciclos utilizado para hacer a esta técnica semicuantitativa, fue 

optimizado para cada ADNc realizando una curva de número de ciclos (ver Resultados). 

Para ello, luego de realizar amplificaciones de una misma muestra con un mismo par de 

oligonucleótidos durante diferente número de ciclos, los productos fueron analizados en 

geles de agarosa con bromuro de etidio. Las intensidades de las bandas fueron 

cuantificadas por densitometría, y se graficaron en función del número de ciclos. La fase 

geométrica de la PCR es el rango de ciclos donde la curva es lineal. 

Para comparar las cantidades de los fragmentos analizados a partir de distintas 

muestras, se analizó la expresión del ARNm correspondiente a la proteína ribosomal L19 

de cada una de ellas. Se utilizó el producto amplificado de L19 como control interno ya que 

la expresión de su ARNm se mantiene estable con los tratamientos. 

Las condiciones generales de la reacción fueron: a) 5 minutos a 95ºC, b) 30 segundos 

a 95ºC, c) 30 segundos 56ºC, d) 1 minuto a 72ºC y e) 5 minutos a 72ºC, con una repetición 

de 15, 20, 25, 30 y 35 ciclos desde el segundo hasta el cuarto paso. Luego se determinó el 
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número de ciclos óptimo para el transcripto de MKP-1 y de L19. Los oligonucleótidos 

utilizados para amplificar cada transcrito se muestran en la tabla 2. 

 

Tabla 2: Oligonucleótidos utilizados en las reaccio nes de PCR semicuantitativa.  Se 
muestran sus secuencias y las correspondientes Tm. Para cada par de oligonucleótidos se 
indica el tamaño del fragmento que amplifican (amplicón) y el número de ciclos óptimo para 
la reacción. 

- Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo rea l (real-time PCR) 

El ANDc del gen que codifica para la proteína StAR (NM_011485.4) y el gen que 

codifica para la enzima gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (GADPH) (NM_002046.3) 

fueron amplificados por PCR en tiempo real utilizando el reactivo SYBR Green Master Mix 

Reagent (Applied Biosystem) y un quipo ABI PRISM 7700 Sequence Detection System 

(Applied Biosystem). Los oligonucleótidos (5´ - 3´) directos y reversos utilizados se 

muestran en la tabla 3. Cada oligonucleótido se utilizó a una concentración de 0,3 µM en 

cada reacción. Las condiciones de amplificación fueron las siguientes: a) 10 minutos a 

95ºC, b) 15 segundos a 95ºC, c) 30 segundos 55ºC y d) 30 segundos a 60ºC, con una 

repetición de 40 ciclos desde el segundo hasta el cuarto paso. Los datos obtenidos se 

analizaron mediante el programa Sequence Detection Software (Applied Biosystem, 

Version 1.3). La cuantificación de la expresión génica se calculó a partir de curvas estándar 

y cada muestra se normalizó con la expresión de GAPDH. 

 

Tabla 3: Oligonucleótidos utilizados en las reaccio nes de PCR semicuantitativa.  Se 
muestran sus secuencias y las correspondientes Tm. Para cada par de oligonucleótidos se 
indica el tamaño del fragmento que amplifican (amplicón).  
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X. OBTENCIÓN DE VECTORES DE EXPRESIÓN DE MKP-1 

- Obtención de los vectores de expresión pRc/CMV-MK P-1 sentido y antisentido 

Se partió del plásmido pGEM®-T Easy conteniendo la secuencia de 1,7 kb de MKP-1 

proveniente de la reacción de PCR. Se digirió 1 µg de plásmido con la enzima EcoRI. La 

utilización de una única enzima de restricción permite obtener, luego de la ligación al vector 

correspondiente, construcciones en donde el fragmento clonado puede estar en orientación 

sentido o antisentido. La digestión se realizó durante 3 horas a 15ºC. El producto de la 

digestión fue analizado en un gel de agarosa con bromuro de etidio. El fragmento 

correspondiente al ADNc de MKP-1 se purificó del gel como se explicó anteriormente. El 

plásmido pRc/CMVi fue también digerido con la enzima EcoRI de manera de crear 

extremos compatibles. Luego se desfosforilaron sus extremos para evitar su 

recircularización. Posteriormente se ligaron el ADNc de MKP-1 y el plásmido desfosforilado 

siguiendo el mismo protocolo de digestión ya detallado. Se mantuvo una relación molar 

inserto:vector de 3:1. El producto de ligación se utilizó para transformar bacterias 

competentes XL1-Blue. Se realizó luego el aislamiento y purificación del plásmido 

recombinante a mediana escala (MIDIPREP). Las construcciones obtenidas fueron 

verificadas por digestión con enzimas de restricción y secuenciación lo que permitió 

conocer la orientación del inserto. 

- Obtención del vector de expresión p3XFLAG-MKP-1 

Se partió del plásmido pGEM®-T Easy conteniendo la secuencia de 1,4 kb de 

MKP-1 proveniente de la reacción de PCR. Se digirió 1 µg de plásmido y del vector 

p3XFLAG-CMV-7.1 con las enzimas EcoRI y XbaI. El clonado del fragmento se realiza en el 

mismo marco de lectura que la secuencia de aminoácidos (flag) que esta ubicado en el 

extremo 5´ del vector para generar una proteína de fusión flag-MKP-1 con el flag en el 

extremo N-terminal de la misma. La proteína recombinante puede ser detectada por 

Western blot con un anticuerpo anti-flag. El protocolo de ligación, tranformación de 

bacterias y purificación del plásmido fue similar al detallado anteriormente. La construcción 

obtenida fue verificada por digestión con enzimas de restricción y mediante secuenciación. 
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XI. OBTENCIÓN DE UN VECTOR DE EXPRESIÓN DE ARNs PEQ UEÑOS DE 

INTERFERENCIA DE MKP-1 

Una estrategia utilizada para disminuir específicamente los niveles de la proteína 

MKP-1 fue la transfección de las células con el vector pSUPER.retro (OligoEngine), el cual 

dirige la síntesis intrecelular de ARNs pequeños de interferencia (siRNA) bajo el control del 

promotor de la ARN H1 polimerasa III. 

 Para esto se diseñaron oligonucleótidos específicos de 19 pb cuya secuencia es 

idéntica a una región específica del ARNm de MKP-1 (Tabla 4). Cada oligonucleótido 

presenta las siguientes características: un sitio de corte para una enzima de restricción 

(BglII o HindIII), una secuencia en orientación sentido (correspondiente a una región del 

ADNm cuya expresión se quiere inhibir), una región de 9 nucleótidos ubicada en el centro y 

una secuencia en orientación antisentido complementaria a la secuencia sentido. Estas 

características le confieren al oligonucleótido la capacidad de formar una estructura 

secundaria o bucle.  

En primera instancia, el par de oligonucleótidos (sentido y antisentido) son hibridados 

para luego ser clonados en el vector pSUPER.retro en los sitios de restricción de las 

enzimas BglII y HindIII. A continuación se realizó el corte del vector pSUPER.retro con las 

enzimas mencionadas, se purificó el vector linealizado a partir de un gel de agarosa y se 

clonó el fragmento de oligonucleótidos hibridados bajo el control del promotor de la ARN 

polimerasa III en este vector para generar la constucción pSUPER.retro-MKP-1 (siRNA-

MKP-1).  

 

Tabla 4: Oligonucleótidos utilizados para generar s iRNAs específicos de MKP-1 de 
ratón.  Se muestran las secuencias de los oligonucleótidos y su posición en el ARNm de 
MKP-1. En negrita se remarcan las secuencias sentido y antisentido involucradas en la 
formación del bucle. 

El transcripto resultante del vector predice una forma de replegado sobre sí mismo con 

una estructura de bucle. El bucle del transcripto precursor es rápidamente clivado en la 

célula produciendo de esta manera el siRNA funcional. La transfección de las células con 
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esta construcción lleva a la degradación específica del ARNm de MKP-1. La construcción 

obtenida fue verificada por digestión con enzimas de restricción y mediante secuenciación. 

XII. TRANSFECCIÓN TRANSITORIA DE LAS LÍNEAS CELULAR ES 

Las células fueron cultivadas a un 80% de confluencia en placas de 24 pocillos un día 

antes de la transfección. La transfección fue realizada con 0,8 µg de plásmido en medio 

Opti-MEM y 2 µl de reactivo LipofectaminaTM 2000 de acuerdo con las instrucciones del 

fabricante, en 500 µl de medio sin antibióticos. Los plásmidos utilizados fueron: pRc/CMVi- 

MKP-1 sentido o antisentido, siRNA-MKP-1, p3xFLAG-MKP-1, o los vectores vacíos como 

control. Para los experimentos de análisis de la actividad de promotores, las células fueron 

cultivadas en placas de 48 pocillos y transfectadas con 0,05 µg del plásmido pGL3 

conteniendo el ADNc de la luciferasa de luciérnaga (Firefly luciferase) bajo el control de los 

promotores de: STARD1 (pGL3-StAR [242]), o CYP11A1 (pGL3-CYP11A1 [243]) o NUR77 

(pGL3-NUR77 [216]), junto con 0,35 µg del plásmido pRc/CMVi conteniendo el ADNc de 

MKP-1 en orientación sentido y antisentido o del siRNA de MKP-1 y con 5 ng del plásmido 

pRL (Renilla luciferase). Transcurridas 6 horas post-transfección, se cambió el medio de 

cultivo por medio sin suero y con antibióticos y las células fueron crecidas durante 24 horas 

más. Luego las células fueron estimuladas en un medio de cultivo libre de suero, para ser 

luego procesadas para la obtención del ARN o las proteínas. La eficiencia de transfección 

fue aproximadamente del 40% para ambas líneas, como se estimó por conteo de células 

fluorescentes transfectadas con el plásmido pRc/CMVi conteniendo la forma mejorada de la 

proteína fluorescente verde (EGFP). 

XIII. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE LUCIFERASA  

El análisis de la actividad de los promotores de los genes en estudio, se evaluó a partir 

de la actividad de la enzima luciferasa de luciérnaga (Firefly luciferase), cuya expresión esta 

bajo control de estos promotores. Las células fueron transfectadas como se comentó 

previamente con los plásmidos pGL3-StAR, pGL3-CYP11A1, pGL3-NUR77, junto con los 

vectores pRc/CMV-MKP-1 sentido o antisentido y con 5 ng del plásmido pRL, el cual 

contiene el gen de la Renilla luciferasa bajo el control de un promotor constitutivo, como 

control de la transfección. Luego de la transfección, las células fueron estimuladas durante 
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distintos tiempos para evaluar el tiempo óptimo de estimulación de cada promotor. Para los 

promotores de StAR, CYP11A1 y NUR77 el tiempo de estimulación elegido fue de 6, 12 y 4 

horas respectivamente.  Luego del tratamiento, las células se lavaron con PBS y se lisaron 

con 70 µl de una solución de lisis (Passive Lysis Buffer 1x, Promega) durante 15 minutos 

con agitación a temperatura ambiente. Una alícuota de 2-5 µl del lisado fue utiliza para 

determinar la actividad de luciferasa con el kit Dual-Luciferase® Reporter Assay (Promega). 

Mediante este kit se determina la actividad de ambas luciferasas y se normaliza la actividad 

de la luciferasa de luciérnaga respecto de la actividad constitutiva de la luciferasa de Renilla 

y se expresa en unidades relativas. La detección de la actividad de ambas enzimas se 

realizó mediante un lector multiplaca SynergyTM HT (Multi-Detection Microplate Reader, 

BioTek Instruments).  

XIV. INMUNOCITOQUÍMICA 

Células crecidas en cubreobjetos tratados con poli-L-lisina se lavaron una vez con 

PBS y se fijaron con paraformaldehído 4% (p/v) en PBS durante 10 minutos a temperatura 

ambiente. Luego las células fueron lavadas con PBS e incubadas con solución de bloqueo 

(PBS conteniendo 1% de albúmina bovina y 0,3% Tritón X100) durante 1 hora a 

temperatura ambiente seguido por la incubación con anticuerpo policlonal dirigido contra la 

proteína MKP-1 (anti-MKP-1), o el anticuerpo monoclonal dirigido contra la proteína flag-

MKP-1 (anti-flag) o con suero preinmune (control) en cámara húmeda a 4ºC durante 24 

horas. La detección de los anticuerpos específicos se realizó con un anticuerpo secundario 

IgG de cabra anti-conejo conjugado con el fluoróforo cy2 o con un anticuerpo secundario 

IgG de cabra anti-ratón conjugado con el fluoróforo cy3, para la detección del anticuerpo 

anti-KP-1 o anti-flag, respectivamente (Molecular Probes, Eugene, OR). Luego de los 

lavados correspondientes con PBS, los cubreobjetos fueron montados con reactivo 

FluorSave (Calbiochem, CA, USA). 

Las muestras fueron analizadas utilizando un microscopio de epifluorescencia modelo 

Olympus BX50 acoplado a una cámara digital Cool/Snap Proof Color PM-c35 con el 

software correspondiente para el análisis de las imágenes (Dpto. de Química Biológica, 

Facultad de Farmacia y Bioquímica, UBA, Argentina). 
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XV. RADIOINMUNOANÁLISIS (RIA)  

 Finalizados los tratamientos de los cultivos celulares, la progesterona (P4) presente 

en el medio de cultivo fue valorada por radioinmunoanálisis. Para esto, alícuotas del medio 

de cultivo conteniendo los esteroides producidos fueron incubadas durante toda la noche a 

4ºC con 100 µl de progesterona radioactiva (6000 cpm) y 100 µl de anticuerpo anti-

progesterona en una dilución 1:1200 en PBS-gelatina 0,1%. La hormona libre se separó de 

la unida al anticuerpo mediante la incubación con 200 µl de carbón activado 0,625% P/V 

durante 7 min a 4ºC y posterior centrifugación a 3000 rpm durante 15 minutos. Los 

sobrenadantes fueron rápidamente transferidos a viales de conteo a los cuales se les 

agregó 1ml de solución centelladora Optiphase® para realizar las mediciones en un 

contador β de centelleo líquido. Los datos se expresan como P4 producida (ng/ml). 

XVI. ANÁLISIS ESTADÍSTICO  

Los resultados se muestran como la media ± D.E. La significancia estadística fue 

evaluada utilizando ANOVA, seguida del test de Tukey. Se consideró significativa P<0,05.
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I. REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE MKP-1 POR ACCIÓN H ORMONAL EN      

CÉLULAS ESTEROIDOGÉNICAS  

I.1. REGULACIÓN TRANSCRIPCIONAL DE MKP-1 POR LH/hCG  

Como mencionamos en la introducción, el mecanismo de acción de LH y ACTH 

promueve la inducción de una proteína cuya actividad resulta esencial para la 

esteroidogenesis, la proteína StAR. También mencionamos que estas hormonas disparan 

la activación de las quinasas PKA y ERK1/2. Es conocido que la actividad de ERK1/2 

participa tanto en la inducción como en la activación de la proteína StAR. Los estudios más 

recientes en relación al mecanismo de acción de LH/ACTH intentan responder el 

interrogante de cómo las hormonas esteroidogénicas disparan el cierre de aquellos 

mecanismos que son iniciados en la primera fase de su acción.  

En este contexto, una serie de trabajos, incluídos los nuestros, han sido encarados 

con el fin de establecer si las hormonas esteroidogénicas regulan la actividad de las 

proteínas fosfatasas que “cierran” el circuito de acción de las MAP quinasas: las MKPs. 

Como resultado de estos estudios actualmente se conoce que ACTH y Angiotensina II 

regulan la expresión de MKP-1 en células adrenocorticales [107, 231, 232]. En base a estos 

conocimientos previos, en este trabajo de Tesis nos propusimos analizar si la expresión de 

MKP-1 también es regulada por acción hormonal en otro tipo de células esteroidogénicas, 

las células de Leydig MA-10. Nuestra hipótesis acerca de la regulación de MKP-1 por LH en 

células de Leydig se basa en el hecho de que, en estudios previos, observamos un 

incremento mediado por AMPc de los niveles del ARNm de MKP-1 en este tipo celular 

[230].  

Para evaluar la regulación transcripcional de MKP-1 por acción hormonal, los cultivos 

de células de Leydig de la línea MA-10 fueron deprivados de suero durante 24 horas. Luego 

las células fueron incubadas en presencia o en ausencia de la hormona hCG (20 ng/ml) o 

de un derivado permeable del segundo mensajero de la acción hormonal, el 8Br-AMPc (0,5 

mM), durante distintos tiempos. A continuación, se extrajo y purificó el ARN total de las 

células y se evalúo el nivel del ARNm de MKP-1 mediante PCR semicuantitativa.  
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Utilizando oligonucleótidos específicos se amplificó un fragmento de 560 pb 

correspondiente al ARNm de MKP-1. Como control de la cantidad de ARN utilizado en cada 

reacción, se realizó en paralelo la amplificación del transcripto de la proteína ribosomal L19, 

cuyos niveles no se modifican por el tratamiento hormonal (housekeeping gene).  

Para validar la técnica de PCR semicuantitativa, se determinó el número de ciclos de 

amplificación óptimo tanto para el ARNm de MKP-1 como para el de L19. Cabe destacar 

que para que esta técnica sea realmente semicuantitativa el número de ciclos de 

amplificación óptimo debe estar en el rango de amplificación exponencial de la reacción de 

PCR (Figura 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Determinación del número de ciclos de am plificación óptimo para el análisis 
del ARNm de MKP-1 por PCR semicuantitativa. A partir de ARN total de células MA-10 se 
realizaron las reacciones de RT y PCR utilizando oligonucleótidos específicos. La 
amplificación por PCR del ADNc de MKP-1 y L19 se realizó utilizando el número de ciclos 
que se indica en la figura. Los productos de PCR se analizaron en geles de agarosa con 
bromuro de etidio. En el panel superior se muestra la imagen correspondiente a un gel de 
agarosa representativo. En el panel inferior se grafica la cuantificación de los niveles de cada 
transcripto evaluados a partir de la densidad óptica de cada banda. Los datos se expresan 
en unidades arbitrarias.  
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Del gráfico de la figura 11, se determinó que el número de ciclos de amplificación 

óptimo para el ARNm de MKP-1 fue 23, mientras que para el ARNm de L19 fue 20. Una vez 

determinadas las condiciones óptimas de amplificación para cada transcripto se procedió a 

evaluar la regulación transcripcional de MKP-1 por acción hormonal. Luego del tratamiento 

de las células con el protocolo descripto en el párrafo anterior, se aisló el ARN total y 

seguidamente se llevaron a cabo las reacciones de RT y PCR semicuantitativa utilizando 

las condiciones mencionadas anteriormente. Los productos de las reacciones de PCR se 

resolvieron por electroforesis en geles de agarosa con bromuro de etido. Luego, las bandas 

obtenidas se cuantificaron por densitometría.  

Los estudios descriptos mostraron que en células de Leydig MA-10 la hormona hCG 

también promueve la inducción de MKP-1, igual que lo observado en células 

adrenocorticales por acción de ACTH (Figura 12). La cinética de inducción de MKP-1 

mostró un incremento del ARNm a los 15 minutos de estímulo hormonal (hCG, 20 ng/ml), 

alcanzando un máximo a los 30 minutos, el cual disminuye a los valores basales luego de 2 

horas (Figura 12, panel A). Similares resultados se observaron cuando las células fueron 

estimuladas con 8Br-AMPc (0,5 mM) (Figura 12, panel B), sin embargo, en este caso el 

incremento del ARNm de MKP-1 fue mayor al promovido con hCG, y el descenso de los 

niveles del mensajero luego del máximo de estimulación sigue una cinética más lenta 

respecto a la que se observa con la hormona.  
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Figura 12. Efecto de hCG y AMPc sobre los niveles d el ARNm de MKP-1 en células de 
Leydig MA-10. Las células MA-10 fueron deprivadas de suero durante 24 horas y luego 
estimuladas con hCG (20 ng/ml) (Panel A)  u 8Br-AMPc (0,5 mM) (Panel B)  durante los 
tiempos indicados. Se evaluó el nivel de expresión del ARNm de MKP-1 y de L19 mediante 
PCR semicuantitativa. En el panel superior se muestra la imagen correspondiente a un gel 
de agarosa representativo. En el panel inferior se grafica la cuantificación de los niveles del 
ARNm de MKP-1, normalizados contra la señal del ARNm de L19, evaluados a partir de la 
densidad óptica de cada banda. Los datos representan el promedio ± D.E. de tres 
experimentos. *, P<0,05 y **, P<0,01 vs. células controles, analizados por ANOVA seguido 
del test de Tukey. 

 

Con el fin de determinar si el incremento del ARNm de MKP-1 por hCG/AMPc 

involucra la síntesis de novo de este transcripto, evaluamos en qué grado un inhibidor de la 

transcripción (actinomicina D) modifica el efecto del AMPc.  

Determinamos que el aumento en los niveles del mensajero de MKP-1 alcanzado 

mediante la incubación durante 30 minutos con 8Br-AMPc se anula cuando las células se 

preincuban con actinomicina D, lo cual sugiere que el efecto del AMPc no involucra la 

estabilización del mensajero pre-existente sino que se debe a la síntesis de novo del mismo  

(Figura 13). 
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Figura 13 Efecto de la actinomicina D sobre los niv eles del ARNm de MKP-1 en células 
de Leydig MA-10 estimuladas con AMPc. Las células MA-10 fueron deprivadas de suero 
durante 24 horas y luego estimuladas con 8Br-AMPc (0,5 mM) durante 30 minutos, en 
presencia o ausencia de actinomicina D (3 µg/ml). Se evaluó el nivel de expresión del ARNm 
de MKP-1 y de L19 mediante PCR semicuantitativa. En el panel superior se muestra la 
imagen correspondiente a un gel de agarosa representativo. En el panel inferior se grafica la 
cuantificación de los niveles del ARNm de MKP-1, normalizados contra la señal del ARNm 
de L19, evaluados a partir de la densidad óptica de cada banda. Los datos representan el 
promedio ± D.E. de tres experimentos. ***, P<0,001 vs. células estimuladas en ausencia de 
actinomicina D, analizados por ANOVA seguido del test de Tukey. 

 

Para establecer si la inducción de MKP-1 disparada por AMPc es dependiente de la 

actividad de ERK1/2, se investigó la capacidad del 8Br-AMPc de inducir la expresión de 
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MEK1/2. Luego se analizaron los niveles del ARNm de MKP-1 de células estimuladas con 

8Br-AMPc en presencia o ausencia de este compuesto.  

El análisis por PCR semicuantitativa mostró que el 8Br-AMPc incrementa los niveles 
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magnitud de este efecto (Figura 14), aún cuando este compuesto fue capaz de impedir la 

activación de ERK1/2 (datos no mostrados). Este hecho sugiere que el mecanismo por el 

cual el AMPc dispara la inducción de MKP-1 no involucra la actividad de ERK1/2 como 

ocurre en otros sistemas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Efecto de ERK1/2 sobre los niveles del A RNm de MKP-1 en células de 
Leydig MA-10 estimuladas con AMPc. Las células MA-10 fueron deprivadas de suero 
durante 24 horas y luego estimuladas con 8Br-AMPc (0,5 mM) durante 30 minutos, en 
presencia o ausencia de  PD98059 (50 µM). Se evaluó el nivel de expresión del ARNm de 
MKP-1 y de L19 mediante PCR semicuantitativa. En el panel superior se muestra la imagen 
correspondiente a un gel de agarosa representativo. En el panel inferior se grafica la 
cuantificación de los niveles del ARNm de MKP-1, normalizados contra la señal del ARNm 
de L19, evaluados a partir de la densidad óptica de cada banda. Los datos representan el 
promedio ± D.E. de tres experimentos. 

 

 

I.2. EFECTO DE hCG SOBRE LOS NIVELES DE LA PROTEÍNA  MKP-1 

 

A continuación analizamos los niveles de la proteína MKP-1 mediante Western blot en 

células de Leydig estimuladas con la hormona hCG durante distintos tiempos. Se realizó un 

fraccionamiento subcelular para evaluar la presencia de MKP-1 en el núcleo.  
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El análisis de las proteínas nucleares mostró que en ausencia del estímulo hormonal 

la proteína MKP-1 no es detectada. Sin embargo luego de 30 minutos de estimulación con 

hCG los niveles de la proteína se incrementan, alcanzando un máximo aproximadamente a 

las 2 horas (Figura 15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Efecto de hCG sobre los niveles de la pr oteína MKP-1 en la fracción nuclear 
de células de Leydig MA-10. Las células MA-10 fueron deprivadas de suero durante 24 
horas y luego estimuladas con hCG (20 ng/ml) durante los tiempos indicados. Se realizó un 
fraccionamiento subcelular y las proteínas nucleares se analizaron por Western blot 
utilizando un anticuerpo específico anti-MKP-1. En el panel superior se muestra el Western 
blot de un experimento representativo. En el panel inferior se grafica la cuantificación de los 
niveles de la proteína MKP-1, normalizados contra la señal de la proteína histona H2B, 
evaluados a partir de la densidad óptica de cada banda. Los datos están expresados como 
el promedio ± D.E. de tres experimentos independientes. *, P<0,05; **, P<0,01; ***, P<0,001 
vs. células controles, analizados por ANOVA seguido del test de Tukey. 
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niveles de la proteína se incrementan conforme transcurre el tiempo de estimulación con la 

hormona durante los tiempos analizados (Figura 16).  

Este resultado es un fuerte indicio de la presencia de MKP-1 en una organela que no 

es clásicamente considerada como sitio de localización de esta proteína. La detección de 

MKP-1 en mitocondria constituyó un hallazgo novedoso y es consistente con la presencia y 

función de ERK1/2 en mitocondrias de células esteroidogénicas [50]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Efecto de hCG sobre los niveles de la pr oteína MKP-1 en la fracción 
mitocondrial de células de Leydig MA-10. Las células MA-10 fueron deprivadas de suero 
durante 24 horas y luego estimuladas con hCG (20 ng/ml) durante los tiempos indicados. Se 
realizó un fraccionamiento subcelular y las proteínas mitocondriales se analizaron por 
Western blot utilizando un anticuerpo específico anti-MKP-1 En el panel superior se muestra 
el Western blot de un experimento representativo. En el panel inferior se grafica la 
cuantificación de los niveles de la proteína MKP-1, normalizados contra la señal de la 
proteína del complejo III mitocondrial, evaluados a partir de la densidad óptica de cada 
banda. Los datos están expresados como el promedio ± D.E. de tres experimentos 
independientes. **, P<0,01 vs. células controles, analizados por ANOVA seguido del test de 
Tukey. 
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 I.3. LOCALIZACIÓN SUBCELULAR DE LA PROTEÍNA MKP-1  

Con el fin de determinar la localización subcelular de MKP-1 en células de Leydig se 

realizaron estudios de inmunocitoquímica. Las células de Leydig MA-10 fueron cultivadas 

en cubreobjetos cubiertos con poli-L-lisina, luego deprivadas de suero por 24 horas e 

incubadas en presencia o ausencia de hCG durante 90 minutos. Luego del tratamiento, las 

células fueron fijadas y tratadas en las condiciones descriptas en Materiales y Métodos para 

la visualización de las mismas mediante microscopía de fluorescencia (Figura 17).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Análisis de la distribución subcelular d e la proteína MKP-1 en células de 
Leydig MA-10 por microscopía de fluorescencia. Las células MA-10 se sembraron en 
cubreobjetos a una densidad de 15.000 células/cm2. Al día siguiente fueron deprivadas de 
suero por 24 horas y luego incubadas con hCG (20 ng/ml) durante 90 minutos. A 
continuación las células fueron fijadas e incubadas con un anticuerpo específico anti-MKP-1 
(rojo). Los núcleos fueron teñidos con DAPI (azul). La inmunomarcación fue analizada con 
un microscopio de fluorescencia. La superposición de ambos colores se observa en celeste 
(merge). La figura muestra una imagen representativa de 12 observaciones de 2 
experimentos independientes con similares resultados.  

Se pudo observar una señal de mayor intensidad en las células estimuladas con la 

hormona (hCG 20 ng/ml) respecto de las células controles, lo cual es consistente con los 

resultados que demuestran que la hormona incrementa los niveles de expresión de MKP-1. 
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Además pudimos corroborar que, como está descripto en la bibliografía, esta proteína se 

localiza principalmente en el núcleo, aunque una porción minoritaria también es detectada 

fuera de esta organela (Figura 17). La señal de MKP-1 fuera del núcleo podría deberse a la 

presencia de esta proteína en mitocondrias en concordancia con lo observado por Western 

blot en la figura anterior (Figura 16).    

En conjunto estos resultados demuestran que en células de Leydig de la línea MA-10, 

las hormonas LH/hCG, a través de un mecanismo mediado en parte por el sistema 

AMPc/PKA, promueven el incremento tanto de los niveles del ARNm como de la proteína 

MKP-1, la cual se localiza principalmente en el núcleo y en menor proporción en las 

mitocondrias. 

I.4. REGULACIÓN POST-TRADUCCIONAL DE MKP-1 POR ACCI ÓN HORMONAL 

I.4. a. Estrategia utilizada para la sobre-expresió n transitoria de MKP-1  

Otro objetivo de nuestro trabajo fue determinar si en células de Leydig la hormona 

trófica correspondiente regula los niveles de la proteína MKP-1 por una acción a nivel post-

traduccional. Para esto se utilizó como estrategia la transfección transitoria de las células 

con un vector conteniendo el ADNc de MKP-1 bajo el control de un promotor constitutivo. 

Esta estrategia nos permite evaluar la regulación de los niveles de la proteína MKP-1 

independizándonos de la regulación a nivel transcripcional.  

Con el fin de estudiar la regulación post-traduccional de MKP-1, se realizó el clonado 

del ADNc de MKP-1 en el vector p3XFLAG-CMV-7.1. Este vector tiene la propiedad de 

generar una proteína de fusión con un FLAG en el extremo amino terminal de la misma, 

permitiendo de esta forma detectar eficientemente la proteína recombinante mediante 

Western blot utilizando un anticuerpo específico (anti-flag). Para esto se extrajo el ARN total 

de células de Leydig MA-10 cultivadas en presencia de suero (para asegurar la presencia 

del ARNm correspondiente a MKP-1, en este caso inducido por factores presentes en el 

suero). A partir de este ARN se realizó una reacción de RT-PCR utilizando oligonucleótidos 

específicos para amplificar el ADNc de la MKP-1 (fragmento de 1,4 kb). Este fragmento fue 

clonado en los sitios de restricción EcoRI y XbaI del vector mencionado (Figura 18) y se 
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obtuvo la construcción necesaria para la sobre-expresión de la proteína de fusión flag-MKP-

1, como se describe en Materiales y Métodos. Esta construcción fue analizada mediante un 

mapa de restricción y secuenciación. 

La transfección de las células se realizó utilizando el reactivo Lipofectamina 2000. El 

protocolo de transfección involucra un primer paso de incubación de las células con la 

mezcla de Lipofectamina/ADN en un medio libre de antibióticos durante 6 horas. Luego de 

24 horas de incubación las células están en condiciones de ser utilizadas en los diferentes 

experimentos. Con este protocolo se obtiene una eficiencia de transfección del 40% 

aproximadamente, determinada a partir de la transfección de las células con el vector 

pRc/CMV-EGFP, el cual sobre-expresa la proteína EGFP y posterior análisis de las células 

positivas mediante microscopía de fluorescencia. 

 

 

 

 

 
 

 
 
 

 
 
 
 

 
 
 

 

Figura 18. Esquema del vector utilizado para la sob re-expresión de la proteína flag-
MKP-1 en células esteroidogénicas. Se diseñaron oligonucleótidos específicos para 
amplificar mediante RT-PCR el ADNc del gen MKP-1 de ratón a partir del sitio de inicio de la 
traducción. El producto de la reacción de PCR (1,4 kb) fue clonado en los sitio EcoRI y XbaI 
del vector de expresión p3XFLAG-CMV-7.1 para generar la proteína de fusión flag-MKP-1 
(Panel A).  Se corroboró la presencia del inserto de 1,4 kb en el vector mediante digestión 
con enzimas de restricción y posterior análisis en geles de agarosa con bromuro de etidio 
(Panel B) . PM: marcadores de peso molecular. 
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Una vez obtenida la construcción pFLAG-MKP-1, se transfectaron transitoriamente 

cultivos de células de Leydig MA-10 con este vector. Luego de 24 horas de incubación, las 

células fueron deprivadas de suero por 24 horas y luego incubadas en presencia o 

ausencia de 8Br-AMPc durante 90 minutos. A continuación se analizaron los niveles de 

MKP-1 para evaluar la funcionalidad del vector diseñado. 

Pudimos observar que las células transfectadas transitoriamente con el vector pFLAG-

MKP-1 presentaron un incremento importante en la expresión de la proteína flag-MKP-1 

respecto de la expresión de la proteína endógena, evidenciado por Western blot utilizando 

un anticuerpo especifico anti-MKP-1 (Figura 19). En el Western blot observamos la 

diferencia en el peso molecular de la proteína recombinante flag-MKP-1 respecto de la 

proteína endógena (42 kDa, que corresponde a los 40 kDa de MKP-1 más 2 kDa 

correspondientes al flag).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Sobre-expresión de la proteína flag-MKP- 1 en células de Leydig MA-10. Las 
células MA-10 fueron transfectadas con el vector pFLAG-MKP-1. Al día siguiente fueron 
deprivadas de suero durante 24 horas y luego incubadas con 8Br-AMPc (0,5 mM) durante 90 
minutos. Se evaluó el nivel de expresión de la proteína MKP-1 mediante Western blot 
utilizando un anticuerpo específico anti-MKP-1 o anti-β-tubulina como control de carga. La 
figura muestra un experimento representativo repetido al menos tres veces con similares 
resultados. 

 

Como se observa en la figura 19, los niveles de la proteína flag-MKP-1 cuya expresión 

está bajo control de un promotor constitutivo, aumentaron en respuesta al tratamiento con el 

AMPc, sugiriendo que los niveles de la proteína también son regulados por el segundo 

mensajero 8Br-AMPc. Este tema se analizará en detalle en el punto I.4.d. 
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I.4. b. Localización subcelular de la proteína flag -MKP-1 

A continuación, se analizó la localización subcelular de la proteína recombinante flag-

MKP-1 mediante inmunocitoquímica utilizando un anticuerpo específico anti-flag. Se observó 

que en las células sin estimular, la proteína flag-MKP-1 se localiza predominantemente en el 

citoplasma. Por el contrario, luego del estímulo con la hormona (hCG, 90 minutos), la 

proteína presenta fundamentalmente localización nuclear (Figura 20).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 20. Análisis de la distribución subcelular d e la proteína flag-MKP-1 en células 
de Leydig MA-10 por microscopía de fluorescencia. Las células MA-10 se sembraron en 
cubreobjetos a una densidad de 15.000 células/cm2. Al día siguiente fueron transfectadas 
con el vector pFLAG-MKP-1 y luego deprivadas de suero durante 24 horas e incubadas con 
hCG (20 ng/ml) durante 90 minutos. A continuación las células fueron fijadas e incubadas 
con un anticuerpo específico anti-flag (verde). Los núcleos fueron teñidos con DAPI (azul). 
La inmunomarcación fue analizada con un microscopio de fluorescencia. La superposición 
de ambos colores se observa en celeste (merge). La figura muestra una imagen 
representativa de 12 observaciones de 2 experimentos independientes con similares 
resultados.  

Para profundizar más el análisis de la localización subcelular de la proteína 

recombinante flag-MKP-1, se realizó un fraccionamiento subcelular y posterior análisis de los 

niveles de la misma por Western blot. En condiciones basales detectamos la presencia de la 

proteína flag-MKP-1 no sólo en las fracciones nuclear y citosólica sino también en la fracción 
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mitocondrial. También observamos que frente al estímulo hormonal los niveles de la proteína 

aumentan notablemente en las fracciones nuclear y mitocondrial (Figura 21).  

Estos resultados estan en línea con los mostrados anteriormente y refuerzan la idea 

de un posible rol funcional de esta fosfatasa en ambos compartimentos celulares y no un rol 

exclusivamente nuclear como se postula.  

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 21. Análisis de la distribución subcelular d e la proteína flag-MKP-1 en células 
de Leydig MA-10 por Western blot. Las células MA-10 fueron transfectadas con el vector 
pFLAG-MKP-1. Al día siguiente fueron deprivadas de suero durante 24 horas y luego 
incubadas con 8Br-AMPc (0,5 mM) durante 90 minutos. Se realizó un fraccionamiento 
subcelular y las proteínas se analizaron por Western blot utilizando un anticuerpo específico 
anti-flag o anti-β-tubulina o anti-histona H2B o anti-complejo III, según la fracción analizada, 
como controles de carga. La figura muestra el Western blot de un experimento 
representativo repetido al menos tres veces con similares resultados.  

Una vez corroborado que la transfección con el vector obtenido, pFLAG-MKP-1, 

aumenta los niveles de la proteína MKP-1 y que frente al estímulo hormonal esta proteína 

transloca al núcleo y a las mitocondrias, al igual que lo observado con la proteína endógena, 

comenzamos con los estudios sobre la regulación post-traduccional de esta proteína. 
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I.4. c. Efecto de la inhibición del proteasoma sobre los ni veles de MKP-1  

Conociendo que en otros tipos celulares la degradación de MKP-1 ocurre por acción 

del proteasoma [108, 113], evaluamos el efecto de la inhibición de este complejo y también 

la inhibición de otro tipo de proteasas como serina-proteasas y cisteina-proteasas, sobre los 

niveles de MKP-1 en células MA-10. Con este fin las células fueron transfectadas 

transitoriamente con el vector pFLAG-MKP-1. Luego de 24 horas de incubación, las células 

fueron deprivadas de suero por 24 horas y luego incubadas durante 2 horas en presencia o 

ausencia MG-132, un conocido inhibidor del proteosoma, TLCK, un inhibidor de serina-

proteasas y del inhibidor de calpaína I, una cisteina-proteasa. A continuación se analizó el 

nivel de la proteína flag-MKP-1 mediante Western blot utilizando un anticuerpo anti-flag. 

Observamos que los niveles de la proteína flag-MKP-1 se incrementan notablemente 

en presencia del MG-132, mientras que no se observa un aumento significativo de la 

proteína en presencia de los demás inhibidores (Figura 22).  

 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Efecto de inhibidores de proteasas sobre  los niveles de la proteína flag-
MKP-1 en células de Leydig MA-10. Las células MA-10 fueron transfectadas con el vector 
pFLAG-MKP-1. Al día siguiente fueron deprivadas de suero durante 24 horas e incubadas 
con MG-132 (10 µM), o TLCK (10 µM), o el inhibidor de calpaina I (10 µM), durante 2 horas. 
Se evaluó el nivel de expresión de la proteína flag-MKP-1 mediante Western blot utilizando 
un anticuerpo específico anti-flag. La figura muestra el Western blot de un experimento 
representativo repetido al menos tres veces con similares resultados. 

 

A continuación evaluamos el efecto de la incubación con MG-132 durante distintos 
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compuesto durante 1 hora fue suficiente para acumular la proteína en una magnitud 

superior a la observada en las células controles (Figura 23).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Figura 23. Efecto del inhibidor del proteasoma MG-1 32 sobre los niveles de la proteína 
flag-MKP-1 en células de Leydig MA-10. Las células MA-10 fueron transfectadas con el 
vector pFLAG-MKP-1. Al día siguiente fueron deprivadas de suero durante 24 horas e 
incubadas con MG-132 (10 µM) durante los tiempos indicados. Se evaluó el nivel de 
expresión de la proteína MKP-1 mediante Western blot utilizando un anticuerpo específico 
anti-flag. En el panel superior se muestra el Western blot de un experimento representativo. 
En el panel inferior se grafica la cuantificación de los niveles de la proteína MKP-1, 
normalizados contra la señal de la proteína β-tubulina, evaluados a partir de la densidad 
óptica de cada banda. Los datos representan el promedio ± D.E. de tres experimentos. *, 
P<0,05; **, P<0,01 vs. células controles, analizados por ANOVA seguido del test de Tukey. 

 

Teniendo en cuenta los resultados anteriores y que la degradación de proteínas 

mediante el sistema enzimático del proteasoma involucra la ubiquitinación del sustrato, 

analizamos la ubiquitinación de MKP-1 mediante Western blot con un anticuerpo específico 

anti-ubiquitina. Observamos que la incubación de las células durante 2 horas con MG-132 

incrementa los niveles de la proteína flag-MKP-1, según el análisis por Western blot con el 

anticuerpo anti-flag, y también el grado de ubiquitinación de la misma (Figura 24). Estos 
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resultados sugieren que el mecanismo principal de degradación de la proteína MKP-1 en 

células de Leydig MA-10 ocurre a través del sistema ubiquitina-proteasoma.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Efecto del inhibidor del proteasoma MG-1 32 sobre el grado de 
ubiquitinación de la proteína flag-MKP-1 en células  de Leydig MA-10. Las células MA-10 
fueron transfectadas con el vector pFLAG-MKP-1. Al día siguiente fueron deprivadas de 
suero durante 24 horas e incubadas con MG-132 (10 µM) durante 2 horas. Se 
inmunoprecipitó la proteína flag-MKP-1 y se evaluó el grado de ubiquitinación de la misma 
mediante Western blot utilizando un anticuerpo específico anti-ubiquitina. En el panel inferior 
se muestran los niveles de la proteína flag-MKP-1 evaluados por Western blot utilizando un 
anticuerpo anti-flag. La figura muestra el Western blot de un experimento representativo 
repetido al menos dos veces con similares resultados. 

 

I.4. d. Efecto de hCG sobre los niveles de la prote ína flag-MKP-1  

En experimentos preliminares observamos que los niveles de expresión de la proteína 

recombinante flag-MKP-1 se incrementaron por estimulación de las células con 8Br-AMPc. 

Estos resultados sugerían que la estimulación con el análogo del segundo mensajero 

podría estar promoviendo alguna modificación sobre la proteína que justificara el aumento 

observado de la niveles de la misma. Por otra parte, habiendo establecido que en células  

MA-10 el sistema ubiquitina-proteasoma participa en la regulación de los niveles de MKP-1, 

postulamos que el efecto del AMPc sobre los niveles de la proteína recombinante involucra 

una modificación post-traduccional que interfiere con la degradación proteasomal.  
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En base a los antecedentes descriptos y a la hipótesis que surge de los mismos nos 

planteamos determinar si hCG/AMPc regula los niveles de MKP-1 por una acción a nivel 

post-traduccional que afecte su vida media. Para esto estudiamos en células transfectadas 

con el vector pFLAG-MKP-1 el efecto del estímulo hormonal sobre los niveles de la 

proteína. Observamos, en células MA-10, que hCG incrementa los niveles de la proteína 

flag-MKP-1 conforme transcurre el tiempo de estimulación. El efecto máximo, de 

aproximadamente 15 veces de incremento respecto del control (células transfectadas no 

estimuladas), se detectó luego de 2 horas de estimulación (Figura 25, panel A). Similares 

resultados se obtuvieron incubando a las células con 8Br-AMPc (0,5 mM) (Figura 25, panel 

B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Efecto de hCG y AMPc sobre los niveles d e la proteína flag-MKP-1 en 
células de Leydig MA-10. Las células MA-10 fueron transfectadas con el vector pFLAG-
MKP-1. Al día siguiente fueron deprivadas de suero durante 24 horas y luego estimuladas 
con hCG (20 ng/ml) (Panel A)  u 8Br-AMPc (0,5 mM) (Panel B)  durante los tiempos 
indicados. Se evaluó el nivel de expresión de la proteína flag-MKP-1 mediante Western blot 
utilizando un anticuerpo específico anti-flag. En el panel superior se muestra el Western blot 
de un experimento representativo. En el panel inferior se grafica la cuantificación de los 
niveles de la proteína MKP-1, normalizados contra la señal de la proteína β-tubulina, 
evaluados a partir de la densidad óptica de cada banda. Los datos están expresados como 
el promedio ± D.E. de tres experimentos independientes. *, P<0,05; **, P<0,01; ***, P<0,001 
vs. células controles, analizados por ANOVA seguido del test de Tukey. 
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Como la expresión de la proteína flag-MKP-1 está bajo el control de un promotor 

constitutivo, el aumento en los niveles de esta proteína por el estímulo hormonal no es una 

consecuencia de la acción hormonal sobre la transcripción del gen. Por lo tanto los 

resultados descriptos demuestran que la hormona hCG, a través del segundo mensajero 

AMPc, promueve la estabilización de la proteína.  

Demostramos en la sección anterior que la proteína flag-MKP-1 está presente tanto 

en el núcleo como en las mitocondrias. Estos conocimientos más el hecho de que hCG y 

AMPc promueven un incremento en los niveles de la proteína en lisados celulares, 

motivaron nuestro interés en evaluar si este efecto ocurre en ambas organelas. Para esto 

las células fueron estimuladas durante 30 y 90 minutos con 8Br-AMPc y los niveles de 

MKP-1 fueron evaluados luego de un fraccionamiento subcelular mediante Western blot. Al 

igual que lo observado en los lisados celulares totales, el 8Br-AMPc incrementa los niveles 

de la proteína flag-MKP-1 tanto en la fracción nuclear como mitocondrial (Figura 26). Como 

control de de carga de cada fracción analizada, se evaluó el nivel de las proteínas histona 

H2B y una subunidad del complejo III mitocondrial, en la fracción nuclear y mitocondrial, 

respectivamente. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 26. Efecto de AMPc sobre los niveles de la p roteína flag-MKP-1 en las 
fracciones nuclear y mitocondrial de células de Ley dig MA-10. Las células MA-10 fueron 
transfectadas con el vector pFLAG MKP-1. Al día siguiente fueron deprivadas de suero 
durante 24 horas y luego incubadas con 8Br-AMPc (0,5 mM) durante 30 y 90 minutos. Se 
realizó un fraccionamiento subcelular y las proteínas se analizaron por Western blot 
utilizando un anticuerpo específico anti-flag o anti-histona H2B o anti-complejo III, como 
controles de carga. La figura muestra el Western blot de un experimento representativo 
repetido al menos dos veces con similares resultados. 
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En otros experimentos estudiamos el efecto del MG-132 sobre la cinética de 

acumulación de la proteína flag-MKP-1 inducida por AMPc. Con este propósito analizamos 

la acumulación de la proteína flag-MKP-1 en células que fueron estimuladas con 8Br-AMPc 

en presencia o ausencia del MG-132. Observamos que en ausencia del inhibidor del 

proteasoma, conforme progresa el tiempo de estimulación con el segundo mensajero, los 

niveles de la proteína se incrementan hasta alcanzar un máximo a la hora de estimulación y 

luego disminuyen. En cambio, al evaluar los niveles de la proteína correspondiente a 

células estimuladas con 8Br-AMPc en presencia de MG-132, se detecta un incremento 

constante durante todo el período analizado (Figura 27).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Efecto de AMPc y MG-132 sobre los nivele s de la proteína flag-MKP-1 en 
células de Leydig MA-10. Las células MA-10 fueron transfectadas con el vector pFLAG-
MKP-1. Al día siguiente fueron deprivadas de suero durante 24 horas e incubadas en 
presencia o ausencia de 8Br-AMPc (0,5 mM) con o sin MG-132 (10 µM) durante los tiempos 
indicados. Se evaluó el nivel de expresión de la proteína flag-MKP-1 mediante Western blot 
utilizando un anticuerpo específico anti-flag. En el panel superior se muestra el Western blot 
de un experimento representativo. En el panel inferior se grafica la cuantificación de los 
niveles de la proteína MKP-1, normalizados contra la señal de la proteína β-tubulina, 
evaluados a partir de la densidad óptica de cada banda. Los datos están expresados como 
el promedio ± D.E. de tres experimentos independientes. **, P<0,01; vs. células estimuladas 
en presencia de MG-132, analizados por ANOVA seguido del test de Tukey. 
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Estas observaciones son compatibles con un modelo en el cual el AMPc induce una 

modificación post-traduccional que conduce a la estabilización de MKP-1 al impedir su 

degradación por el proteasoma. 

El conjunto de los resultados presentados indica que en células de Leydig la hormona 

trófica correspondiente ejerce, mediante un mecanismo dependiente de PKA, una 

regulación a nivel post-traduccional que conduce a la acumulación de MKP-1 en el núcleo y 

en las mitocondrias.   

I.4. d. Participación de PKA y ERK1/2 en la regulac ión hormonal de la proteína flag-

MKP-1 en células de Leydig  

Dado que el mecanismo de acción de LH involucra la activación de las quinasas PKA 

y ERK1/2, seguidamente analizamos la participación de estas quinasas en el efecto 

estabilizador de hCG/AMPc sobre los niveles de MKP-1 en células de Leydig MA-10. El 

análisis de flag-MKP-1 por Western blot mostró que la preincubación con H89, un inhibidor 

específico de PKA, anula completamente el efecto de la hormona o del segundo mensajero 

(Figura 28). En contraste, el bloqueo de la activación de ERK1/2 mediada por hCG/AMPc 

con el compuesto PD98059 afecta sólo parcialmente la acumulación de MKP-1 (Figura 28). 

Estos resultados demuestran que, aunque con diferente relevancia, ambas quinasas 

participan en el proceso de estabilización de MKP-1 por estímulo hormonal. 
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Figura 28. Efecto de la inhibición de PKA y ERK1/2 sobre los niveles de la proteína 
flag-MKP-1 en células de Leydig MA-10. Las células MA-10 fueron transfectadas con el 
vector pFLAG-MKP-1. Al día siguiente fueron deprivadas de suero durante 24 horas, luego 
incubadas en presencia o ausencia de H89 (20 µM) o PD98059 (50 µM) y finalmente 
incubadas con hCG (20 ng/ml) u 8Br-AMPc (0.5 mM) durante 90 minutos. Se evaluó el nivel 
de expresión de la proteína flag-MKP-1 mediante Western blot utilizando un anticuerpo 
específico anti-flag. En el panel superior se muestra el Western blot de un experimento 
representativo. En el panel inferior se grafica la cuantificación de los niveles de la proteína 
MKP-1, normalizados contra la señal de la proteína β-tubulina, evaluados a partir de la 
densidad óptica de cada banda. Los datos están expresados como el promedio ± D.E. de 
tres experimentos independientes. a, P<0,01 vs. células controles; b y d, P<0,05; c y e, 
P<0,01 vs. células estimuladas con hCG u 8Br-AMPc respectivamente, analizados por 
ANOVA seguido del test de Tukey. 

 

También evaluamos el efecto de la inhibición de ERK1/2 sobre los niveles de la 

proteína MKP-1 presente en núcleo y mitocondrias. Al igual que lo observado en los lisados 

celulares, en la fracción nuclear, el PD98059 disminuye parcialmente el incremento de los 

niveles de la proteína flag-MKP-1 disparados por AMPc (Figura 29). Este efecto parece 

ocurrir también en las mitocondrias, sin embargo en este compartimento la disminución de 

los niveles de MKP-1 por PD98059 es menos evidente de lo que se observa en el núcleo. 
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Figura 29. Efecto de la inhibición de ERK1/2 sobre los niveles de la proteína flag-MKP-
1 en las fracciones nuclear y mitocondrial de célul as de Leydig MA-10. Las células MA-
10 fueron transfectadas con el vector pFLAG-MKP-1. Al día siguiente fueron deprivadas de 
suero durante 24 horas, luego preincubadas en presencia o ausencia PD98059 (50 µM) y 
estimuladas con 8Br-AMPc (0,5 mM) durante 90 minutos. Se realizó un fraccionamiento 
subcelular y las proteínas se analizaron por Western blot utilizando un anticuerpo específico 
anti-flag o anti-histona H2B o anti-complejo III, como controles de carga. La figura muestra el 
Western blot de un experimento representativo repetido al menos dos veces con similares 
resultados. 

Utilizamos otra estrategia para determinar la acción de ERK1/2 sobre la estabilización 

de la proteína MKP-1. Realizamos experimentos de sobre-expresión de ERK2 y flag-MKP-

1. Para esto, células MA-10 fueron co-transfectadas con los vectores de expresión pFLAG-

CMV vacío o conteniendo el ADNc de ERK2, en conjunto con el vector pFLAG-MKP-1. 

Luego de 24 horas de transfección, las células fueron deprivadas de suero por 24 horas y 

estimuladas durante 90 minutos con 8Br-AMPc. El análisis por Western blot mostró un 

incremento en los niveles de la proteína flag-MKP-1 en las células que sobre-expresan flag-

ERK2 respecto de las células transfectadas con el plásmido vacío, tanto en condiciones 

basales como en células estimuladas con 8Br-AMPc (Figura 30). Confirmamos además que 

la estabilización de flag-MKP-1 por ERK2 es dependiente de la actividad de esta quinasa, 

dado que en células que sobre-expresan ERK2 y estimuladas con 8Br-AMPc, la 

preincubación con PD98059 disminuye los niveles de MKP-1 respecto de las células no 

tratadas con este inhibidor (Figura 30). 
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Figura 30. Efecto de la sobre-expresión de ERK2 sob re los niveles de la proteína flag-
MKP-1 en células de Leydig MA-10. Las células MA-10 fueron co-transfectadas con el vector 
pFLAG-MKP-1 y pFLAG-CMV vacío o conteniendo el ADNc de ERK2. Al día siguiente fueron 
deprivadas de suero durante 24 horas y luego incubadas en presencia o ausencia de PD98059 
(50 µM) y estimuladas con 8Br-AMPc (0.5 mM) durante 90 minutos. Se obtuvieron los lisados 
celulares y las proteínas se analizaron por Western blot utilizando un anticuerpo específico 
anti-flag o anti-β-tubulina, como control de carga. La figura muestra el Western blot de un 
experimento representativo repetido al menos tres veces con similares resultados. Se 
muestran dos tiempos de exposición distintos para evaluar correctamente la señal de flag-
MKP-1. 

I.4. e. Fosforilación de MKP-1 por acción hormonal en células de Leydig  

El cambio en la estabilidad de MKP-1 ante el estímulo hormonal y el papel de PKA y 

ERK1/2 en este efecto sugieren una modificación post-traduccional de MKP-1 dependiente 

de la fosforilación por estas quinasas. Por lo tanto a continuación nos planteamos analizar 

si MKP-1 es sustrato de las quinasas PKA y ERK1/2. Con este fin se planearon 

experimentos de incorporación de [32P]PO4
3- en células de Leydig MA-10 transfectadas con 

el vector pFLAG-MKP-1. Luego de 24 horas de expresión las células fueron deprivadas de 

suero por 24 horas y luego se preincubaron durante 4 horas en un medio de cultivo con 

fosfato radiactivo (200 µCi/ml de [32P]PO4
3-) como se detalla en Materiales y Métodos. 

Luego las células fueron incubadas durante 1 hora con o sin 8Br-AMPc (0,5 mM) o hCG (20 

ng/ml). Por último las células se lisaron y se realizó la inmunoprecipitación de la proteína 

flag-MKP-1 utilizando un anticuerpo anti-flag. El inmunoprecipitado se analizó mediante 

SDS-PAGE y autorradiografía con el fin de evaluar el estado de fosforilación de la proteína.  
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Los resultados obtenidos mostraron que tanto el 8Br-AMPc como la hormona hCG 

promueven la fosforilación de la proteína MKP-1 (Figura 31).  

 

 

 

 

 

Figura 31. Fosforilación de la proteína flag-MKP-1 en células de Leydig MA-10. Las 
células MA-10 fueron transfectadas con el vector pFLAG-MKP-1 y al día siguiente 
deprivadas de suero durante 24 horas. A continuación fueron incubadas con [32P] fosfato 
durante 4 horas y luego incubadas durante 1 hora con 8Br-AMPc (0,5 mM) o hCG (20 ng/ml). 
Luego se inmunoprecipitó la proteína flag-MKP-1 utilizando un anticuerpo específico anti-
flag. Los inmunoprecipitados fueron analizados por SDS-PAGE y autorradiografía. Se 
muestra una autorradiografía representativa donde se observa la señal correspondiente a la 
proteína 32P-flag-MKP-1.  

Además se analizó el efecto de la inhibición de ERK1/2 sobre el estado de 

fosforilación de MKP-1 tanto en las células controles como en las estimuladas con 8Br-

AMPc. El análisis por SDS-PAGE y autorradiografía de los inmunoprecipitados de flag-

MKP-1 no reveló señal radiactiva en la muestra correspondiente a células preincubadas 

con PD98059 (Figura 32), lo cual es un sólido argumento para postular que la fosforilación 

de MKP-1 por hCG/AMPc está mediada por ERK1/2.     

En conjunto estos resultados demuestran que la acción hormonal promueve la 

fosforilación de MKP-1 en células de Leydig de la línea MA-10 a través de un mecanismo 

dependiente de la actividad de ERK1/2. Nuestros estudios, que demuestran que el bloqueo 

de la activación de ERK1/2 reduce totalmente la fosforilación de MKP-1 pero reduce sólo 

parcialmente la acumulación de MKP-1, sugieren que la hormona podría promover la 

acumulación de la proteína a través de un mecanismo adicional a la fosforilación. Por 

ejemplo podría promover otra modificación post-traduccional sobre MKP-1 como se ha 

descripto en otros sistemas [115]. En este contexto sería interesante analizar otras 
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modificaciones post-traduccionales que impacten sobre la estabilidad de la proteína MKP-

1. 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Efecto de la inhibición de ERK1/2 sobre la fosforilación de flag-MKP-1 en 
células de Leydig MA-10. Las células MA-10 fueron transfectadas con el vector pFLAG-MKP-
1 y al día siguiente fueron deprivadas de suero durante 24 horas. A continuación fueron 
incubadas con [32P] fosfato durante 4 horas, luego incubadas en ausencia o presencia de 
PD98059 (50 µM) y estimuladas con 8Br-AMPc (0,5 mM) durante 1 hora. Luego de obtener los 
lisados celulares se inmunoprecipitó la proteína flag-MKP-1 utilizando un anticuerpo específico 
anti-flag. Los inmunoprecipitados fueron analizados por SDS-PAGE y autorradiografía. Se 
muestra una autorradiografía representativa donde se observa la señal correspondiente a la 
proteína 32P-flag-MKP-1.  

 

I.4. f. Efecto  de ACTH  sobre  los  niveles  de flag-MKP- 1  en  células adrenocorticales 

Y1 

Hemos mencionado que el mecanismo de acción de ACTH y LH comprende eventos 

comunes. Uno de estos eventos es la inducción hormonal de MKP-1, ya que hemos 

demostrado en trabajos previos que ACTH induce esta proteína por una acción a nivel 

transcripcional [107], al igual que LH/AMPc según se demuestra en el presente trabajo. Nos 

preguntamos si en células adrenocorticales la hormona ACTH también ejerce una 

regulación a nivel post-traduccional de MKP-1. Para responder esta pregunta evaluamos 

los niveles de flag-MKP-1 en células adrenocorticales de la línea Y1 transfectadas 

transitoriamente con el vector de expresión pFLAG-MKP-1, estimuladas durante distintos 
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tiempos con ACTH (20 mU/ml). Demostramos que en estas células el estímulo con la 

hormona también incrementa los niveles de la proteína flag-MKP-1 (Figura 33). 
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Figura 33. Efecto de ACTH sobre los niveles de la p roteína flag-MKP-1 en células 
adrenocorticales Y1. Las células Y1 fueron transfectadas con el vector pFLAG-MKP-1. Al 
día siguiente fueron deprivadas de suero durante 24 horas y luego incubadas con ACTH (20 
mU/ml) durante los tiempos indicados. Se evaluó el nivel de expresión de la proteína flag-
MKP-1 mediante Western blot utilizando un anticuerpo específico anti-flag. En el panel 
superior se muestra el Western blot de un experimento representativo. En el panel inferior se 
grafica la cuantificación de los niveles de la proteína MKP-1, normalizados contra la señal de 
la proteína β-tubulina, evaluados a partir de la densidad óptica de cada banda. Los datos 
están expresados como el promedio ± D.E. de tres experimentos independientes. *, P<0,05; 
**, P<0,01 y ***, P<0,001 vs. células controles, analizados por ANOVA seguido del test de 
Tukey. 

 

Luego de comprobar que ACTH regula a nivel post-traduccional los niveles de MKP-1, 

analizamos la participación de PKA y ERK en este efecto. Mediante Western blot con el 

anticuerpo anti-flag observamos que en células transfectadas con el vector pFLAG-MKP-1 

la preincubación con H89 o PD98059 reduce el incremento en los niveles de la misma 

promovido por 8Br-AMPc o ACTH, lo cual pone en evidencia la participación de PKA y 

ERK1/2 en la estabilización de MKP-1 por estímulo hormonal (Figura 34). 
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Figura 34. Efecto de la inhibición de PKA y ERK1/2 sobre los niveles de la proteína 
flag-MKP-1 en células adrenocorticales Y1. Las células Y1 fueron transfectadas con el 
vector pFLAG-MKP-1. Al día siguiente fueron deprivadas de suero durante 24 horas, luego 
incubadas en presencia o ausencia de H89 (20 µM) o PD98059 (50 µM) y estimuladas con 
ACTH (20 mU/ml) u 8Br-AMPc (0.5 mM) durante 90 minutos. Se evaluó el nivel de expresión 
de la proteína flag-MKP-1 mediante Western blot utilizando un anticuerpo específico anti-
flag. En el panel superior se muestra el Western blot de un experimento representativo. En el 
panel inferior se grafica la cuantificación de los niveles de la proteína MKP-1, normalizados 
contra la señal de la proteína β-tubulina, evaluados a partir de la densidad óptica de cada 
banda. Los datos están expresados como el promedio ± D.E. de tres experimentos 
independientes. a, P<0,01 vs. células controles; b y d, P<0,05; c y e, P<0,01 vs. células 
estimuladas con 8Br-AMPc y ACTH respectivamente, analizados por ANOVA seguido del 
test de Tukey. 

 

En conjunto, estos resultados indican, en primer lugar, que en ambas líneas celulares 

el estímulo hormonal promueve la estabilización de la proteína MKP-1 y en segundo lugar, 

que el mecanismo de estabilización involucra la actividad de las quinasas PKA y ERK1/2, 

sugiriendo que MKP-1 podría ser sustrato directo de ambas enzimas. Postulamos entonces 

que una modificación post-traduccional sobre la proteína MKP-1, como ser la fosforilación, 

impediría su degradación por el proteasoma. Los experimentos de incorporación de fosfato 
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radiactivo (32P) aquí presentados demuestran que, al menos en células de Leydig, MKP-1 

es sustrato de ERK1/2.  

A continuación describiremos los experimentos relacionados con el tercer y cuarto 

objetivo de este Trabajo de Tesis destinados a estudiar el rol funcional de MKP-1 en la 

regulación de la esteroidogénesis. 
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II. ROL FUNCIONAL DE MKP-1 EN LA REGULACIÓN DE LA E STEROIDOGÉNESIS 

II.1. ESTRATEGIA PARA EL ANÁLISIS DE LA PARTICIPACI ÓN DE MKP-1 EN LA 

REGULACIÓN DE LA ESTEROIDOGÉNESIS   

Hemos mencionado en la introducción que las MAP quinasas regulan tanto la 

actividad como la expresión de un amplio grupo de factores de transcripción y que en 

células esteroidogénicas la actividad de ERK1/2 es necesaria para la regulación de la 

proteína StAR. Dos factores de transcripción claves en la regulación de la expresión de 

StAR y que dependen de la actividad de MAP quinasas son NUR77 y SF-1 [210, 212, 213]. 

Estos factores también participan en la transcripción de varios genes que codifican para 

enzimas que intervienen en la biosíntesis de esteroides.  

Nuestra hipótesis propone que la capacidad de los factores SF-1 y/o NUR77 de 

promover el reclutamiento de cofactores y/o su actividad de unión al promotor de StAR y de 

otros genes relacionados con la esteroidogénesis, podría ser modulada por MKP-1 a través 

de su acción sobre las MAPKs. La inducción de MKP-1 constituiría entonces un mecanismo 

de cierre de la estimulación hormonal. Más interesante aún, MKP-1 podría delimitar el cierre 

de la etapa aguda de estimulación y el inicio de la etapa crónica de la esteroidogénesis. 

Para evaluar el rol funcional de MKP-1 en la regulación de la esteroidogénesis, se 

analizó la producción de esteroides en células con distinto nivel de expresión de MKP-1. 

Para aumentar o disminuir los niveles de esta proteína, en forma independiente del 

estímulo hormonal, la estrategia utilizada consistió en transfectar transitoriamente las 

células con vectores que permiten la sobre-expreción o la disminución de la expresión de la 

MKP-1.  

II.1. a. Diseño y validación de construcciones util izadas para modificar el grado de 

expresión de la proteína MKP-1  

Para realizar las construcciones mencionadas, se diseñaron oligonucleótidos 

específicos para amplificar por RT-PCR el ADNc de MKP-1 a partir del ARN total obtenido 

de células de Leydig de la línea MA-10 cultivadas en presencia de suero (ver Materiales y 
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Métodos). Luego de la reacción de PCR se obtuvo una banda específica de 1,7 Kb que fue 

purificada y clonada en el sito EcoRI del vector pRc/CMVi. De esta forma se obtuvieron dos 

construcciones, pRc/CMVi-MKP-1(s), donde el ADNc de MKP-1 se clonó en orientacion 

sentido y pRc/CMV-MKP-1(as), donde el ADNc de este gen se clonó en orientación 

antisentido (Figura 35).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35. Esquema de los vectores utilizados para aumentar o disminuir la expresión 
de la proteína MKP-1 en células de Leydig MA-10. Se diseñaron oligonucleótidos 
específicos para amplificar mediante RT-PCR el ADNc del gen MKP-1 de ratón. El producto 
de la reacción de PCR (1,7 kb) fue clonado en el sitio EcoRI del vector de expresión 
pRc/CMVi (3,4 Kb) para obtener las construcciones sentido y antisentido del gen de MKP-1 
(PanelA).  Se corroboró la presencia del inserto de 1,7 kb en el vector mediante digestión con 
enzimas de restricción y posterior análisis en geles de agarosa con bromuro de etidio (Panel 
B). PM: marcadores de peso molecular. 

 

Luego de obtener las construcciones descriptas, se procedió a analizar la 

funcionalidad de las mismas evaluando su capacidad de modificar el nivel de expresión de 

la proteína MKP-1. Para esto, células de Leydig MA-10 fueron transfectadas 

transitoriamente con las construcciones pRc/CMVi-MKP-1(s) o pRc/CMVi-MKP-1(as) para 

analizar, a continuación, los niveles de MKP-1 mediante Western blot.  
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Las células que fueron transfectadas con la construcción pRc/CMVi-MKP-1(s) 

mostraron un incremento significativo de los niveles de la proteína MKP-1 a las 2 horas de 

estimulación con AMPc, respecto de las células transfectadas con el plásmido vacío (Figura 

36, Panel A). Por otro lado, se detectó una disminución importante en los niveles de la 

proteína en aquellas células que sobre-expresaban la construcción antisentido de MKP-1, 

evaluado luego de 2 horas de estimulación (Figura 36, Panel B).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 36. Efecto de la transfección de las células  MA-10 con los vectores pRc/CMVi-
MKP-1 sentido o antisentido sobre el nivel de expre sión de la proteína MKP-1. Las 
células MA-10 fueron transfectadas con los vectores pRc/CMVi vacío o pRc/CMV-MKP-1 
sentido (MKP-1(s)) (Panel A)  o antisentido (MKP-1(as)) (Panel B) . Al día siguiente fueron 
deprivadas de suero durante 24 horas y luego estimuladas con 8Br-AMPc (0,5 mM) durante 
2 o 3 horas, respectivamente. Se evaluó el nivel de expresión de las proteínas MKP-1 y 
MKP-2 mediante Western blot utilizando un anticuerpo específico anti-MKP-1. En el panel 
superior se muestra el Western blot de un experimento representativo. En el panel inferior se 
grafica la cuantificación de los niveles de la proteína MKP-1, normalizados contra la señal de 
la proteína β-tubulina, evaluados a partir de la densidad óptica de cada banda. Los datos 
están expresados como el promedio ± D.E. de tres experimentos independientes. **, P<0,01 
y ***, P<0,001 vs. células transfectadas con el pRc/CMVi vacío, analizados por ANOVA 
seguido del test de Tukey. 
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MKP-1 y con una cinética de expresión mas tardía que ésta. Más aún, el anticuerpo 

comercial anti-MKP-1 utilizado en este trabajo reconoce también a esta isoforma (Figura 

36). Dado que la estrategia de la sobre-expresión del ADNc antisentido repercutió también 

sobre esta isoforma (Figura 36, Panel B), nos pareció apropiado implementar otro abordaje 

que fuera específico para disminuir la expresión de MKP-1, como se discutirá en el 

siguiente punto.  

II.1. b. Diseño y validación de la construcción uti lizada para disminuir el grado de 

expresión de la proteína MKP-1 mediante siRNA  

Una estrategia alternativa consistió en la expresión de un ARN pequeño de 

interferencia (siRNA). Para esto se diseñaron oligonucleótidos específicos cuya secuencia 

es idéntica a una región específica del ARNm de MKP-1 y que tiene la propiedad de formar 

una estructura secundaria o bucle (ver Materiales y Métodos). Los oligonucleótidos fueron 

clonados en el vector pSUPER.retro para obtener la construcción pSUPER.retro-MKP-1 

(Figura 37). La transfección de las células con esta construcción lleva a la degradación 

específica del ARNm de MKP-1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37. Esquema del vector utilizado para dismin uir la expresión de la proteína 
MKP-1 en células de Leydig MA-10 mediante la estrat egia de siRNA. Se diseñaron 
oligonucleótidos de 19 pb de secuencia idéntica a una región del ARNm de MKP-1 con la 
capacidad de formar estructura secundaria. Los oligonucleótidos fueron clonados en el 
vector pSUPER.retro bajo el control del promotor de la ARN polimerasa III, en los sitios 
HindIII y BglII.  
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Cuando se analizaron los niveles de MKP-1 en las células transfectadas con el 

plásmido que expresa el siRNA específico de MKP-1 se evidenció una importante 

disminución en los niveles de la proteína endógena. Según se observa, la transfección con 

el siRNA parece ser más específica para disminuir la expresión de MKP-1 que la 

transfección con el ADNc antisentido (Figura 36, Panel B y Figura 38). También 

corroboramos que la expresión del siRNA no afectó mayormente el nivel de la isoforma 

MKP-2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38. Efecto de la transfección de las células  MA-10 con el pSUPER.retro-siRNA-
MKP-1 sobre el nivel de expresión de la proteína MK P-1. Las células MA-10 fueron 
transfectadas con el vector pSUPER.retro vacío o el pSUPER.retro-MKP-1 (siRNA-MKP-1). 
Al día siguiente fueron deprivadas de suero durante 24 horas y luego estimuladas con 8Br-
AMPc (0,5 mM) durante 3 horas. Se evaluó el nivel de expresión de las proteínas MKP-1 y 
MKP-2 mediante Western blot utilizando un anticuerpo específico anti-MKP-1. En el panel 
superior se muestra el Western blot de un experimento representativo. En el panel inferior se 
grafica la cuantificación de los niveles de la proteína MKP-1, normalizados contra la señal de 
la proteína β-tubulina, evaluados a partir de la densidad óptica de cada banda. Los datos 
están expresados como el promedio ± D.E. de tres experimentos independientes. ***, 
P<0,001 vs. células transfectadas con el pSUPER.retro vacío, analizados por ANOVA 
seguido del test de Tukey. 

 

 

MKP-1

β-tubulina

MKP-2

0,0

0,6

1,2

siR
NA

MKP-1

pSUPER.re
tro

M
K

P
-1

 / 
β

-t
ub

ul
in

a
(u

ni
da

de
s 

ar
bi

tr
ar

ia
s)

***

MKP-1

β-tubulina

MKP-2

0,0

0,6

1,2

siR
NA

MKP-1

pSUPER.re
tro

M
K

P
-1

 / 
β

-t
ub

ul
in

a
(u

ni
da

de
s 

ar
bi

tr
ar

ia
s)

MKP-1

β-tubulina

MKP-2

0,0

0,6

1,2

siR
NA

MKP-1

pSUPER.re
tro

M
K

P
-1

 / 
β

-t
ub

ul
in

a
(u

ni
da

de
s 

ar
bi

tr
ar

ia
s)

***



Resultados 
______________________________________________________________________________ 

112 

II.1. c. Determinación de la actividad de tirosina fosfatasas en células que sobre-

expresan MKP-1  

Para evaluar la funcionalidad de la construcción que sobre-expresa MKP-1 

determinamos la actividad de tirosina fosfatasas en las células transfectadas con el vector 

pRc/CMVi-MKP-1(s). El ensayo utilizado consiste en evaluar la radioactividad que emite el 
32Pi liberado por la hidrólisis de un sustrato marcado radiactivamente, el [32P]-poli-

Glutámico-Tirosina (pG[32P]T). Para este ensayo se incuban lisados de células que fueron 

transfectadas con el vector pRc/CMVi-MKP-1(s) o de células transfectadas con el plásmido 

vacío como control (pRc/CMVi) con el pG[32P]T, que actúa como sustrato de MKP-1 en 

reacciones in vitro (Figura 39).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 39. Efecto de la sobre-expresión de MKP-1 so bre la actividad de tirosina 
fosfatasas en células de Leydig MA-10. Las células MA-10 fueron transfectadas con el 
vector pRc/CMVi vacío o el pRc/CMV-MKP-1 sentido (MKP-1(s). Al día siguiente fueron 
deprivadas de suero por 24 horas y luego incubadas con MG-132 (20 µM) durante 2 horas. 
Se obtuvieron los lisados celulares y se determinó la actividad de tirosina fosfatasas. Los 
datos están expresados como el promedio ± D.E. de dos experimentos independientes. a, 
P<0,05 versus células transfectadas con pRc/CMVi vacío e incubadas en presencia de MG-
132, b, P<0,01 versus células transfectadas con MKP-1(s) incubadas en ausencia de MG-
132, analizados por ANOVA seguido del test de Tukey. 
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No se observó un aumento significativo en la actividad de tirosina fosfatasa en los 

lisados de células que sobre-expresan MKP-1 respecto de las células controles. Este 

resultado no es contradictorio ya que MKP-1 es una proteína de alto recambio, cuyos 

niveles están estrictamente regulados por acción del proteasoma. Como describimos en 

este trabajo, en células de Leydig MA-10, la vía principal de degradación de MKP-1 es a 

través del proteasoma y hemos visto que en células controles, no estimuladas, MKP-1 es 

degradada rápidamente. Esto explicaría por qué no hay diferencias en la actividad de 

tirosina fosfatasa en las células que sobre-expresan MKP-1 respecto de las transfectadas 

con el plásmido vacío. Sin embargo, cuando las células fueron preincubadas con un 

inhibidor del proteasoma (MG-132), para favorecer la acumulación de la proteína, los 

resultados obtenidos mostraron un aumento significativo en el grado de actividad de tirosina 

fosfatasa en las células que sobre-expresan MKP-1 (pRC/CMVi + MG = 4049 ± 409 vs. 

pRc/CMVi-MKP-1 + MG = 9824 ± 865 cpm/min/µg proteína, P<0,05) (Figura 39). 

II.1. d. Efecto de la sobre-expresión o inhibición de la expresión de MKP-1 sobre el 

grado de fosforilación de ERK1/2  

Dado que en nuestra hipótesis proponemos que MKP-1 participaría en la regulación 

de la esteroidogénesis a través de su acción sobre la actividad de ERK1/2, el siguiente 

paso fue evaluar el grado de activación de esta MAP quinasa en las células transfectadas 

con los vectores pRc/CMVi-MKP-1(s) o pRc/CMVi-MKP-1(as) o con el siRNA de MKP-1, y 

estimuladas con 8Br-AMPc durante distintos tiempos. 

En primera medida fue necesario determinar la cinética de activación de ERK1/2 en 

células de Leydig MA-10 frente a la estimulación con 8Br-AMPc. Para esto evaluamos en la 

fracción nuclear, la activación de ERK1/2 y demostramos que los niveles de fosfo-ERK1/2 

aumentan rápidamente luego de la estimulación con AMPc, exhibiendo un valor máximo a 

los 7 minutos (Figura 40). Luego de este tiempo los niveles de fosfo-ERK disminuyen hasta 

alcanzar los valores basales. 
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Figura 40. Efecto del AMPc sobre la activación de E RK1/2 en células de Leydig MA-10. 
Las células MA-10 fueron deprivadas de suero por 24 horas y luego estimuladas con 8Br-
AMPc (0,5 mM) durante los tiempos indicados. Se realizó un fraccionamiento subcelular y se 
evaluó el nivel de fosfo-ERK1/2 en la fracción nuclear mediante Western blot utilizando un 
anticuerpo específico anti-fosfo-ERK1/2 o anti-ERK total como control de carga. La figura 
muestra el Western blot de un experimento representativo repetido al menos tres veces con 
similares resultados.  

 

A continuación evaluamos el efecto de la sobre-expresión de MKP-1 sobre el grado de 

activación de ERK1/2 mediante Western blot a tiempos cortos de estimulación. 

Observamos que en todos los tiempos de estimulación con 8Br-AMPc (7 y 15 minutos) el 

nivel de fosforilación de ERK1/2 es menor en las células que sobre-expresan la proteína 

MKP-1 respecto de las células controles transfectadas con el plásmido vacío (Figura 41, 

panel A). Por el contrario, en las células que sobre-expresan el siRNA de MKP-1 el 

tratamento con AMPc fue capaz de incrementar los niveles de fosfo-ERK1/2 y prolongar su 

marco temporal de acción (Figura 41, panel B). Similares resultados se obtuvieron en las 

células que sobre-expresan la secuencia antisentido de MKP-1 (datos no mostrados). 

Este resultado demuestra que la proteína MKP-1 sobre-expresada es funcional ya que 

reduce la actividad de ERK1/2 promovida por AMPc. También confirmamos la funcionalidad 

del siRNA de MKP-1 en cuanto a su capacidad de inhibir la expresión de la proteína MKP-1 

endógena y de esta forma repercutir en un mayor nivel de activación de ERK1/2 frente a la 

estimulación con AMPc y además prolongar el marco temporal de acción de esta quinasa. 
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Figura 41. Efecto de la sobre-expresión o inhibició n de MKP-1 sobre los niveles de 
fosfo-ERK1/2 en células de Leydig MA-10. Las células MA-10 fueron transfectadas con el 
vector pRc/CMVi vacío o el pRc/CMVi-MKP-1 sentido (MKP-1(s)) (Panel A)  o el 
pSUPER.retrp-MKP-1 (siRNA-MKP-1) (Panel B) . Al día siguiente fueron deprivadas de suero 
por 24 horas y luego estimuladas con 8Br-AMPc (0,5 mM) durante los tiempos indicados. Se 
evaluó el nivel de activación de ERK1/2 mediante Western blot utilizando un anticuerpo 
específico anti-fosfo-ERK1/2. La figura muestra el Western blot de un experimento 
representativo repetido al menos tres veces con similares resultados.  
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siguiente objetivo fue evaluar los efectos de la sobre-expresión o inhibición de la expresión 

de MKP-1 sobre la producción de esteroides estimulada por 8Br-AMPc. Para esto se 

transfectaron células de Leydig MA-10 con los vectores pRc/CMVi-MKP-1(s) o pRc/CMVi-

MKP-1(as) o con el pSUPER.retro-MKP-1. Las células fueron deprivadas de suero durante 

24 horas y luego estimuladas con 8Br-AMPc (0,5 mM) durante distintos tiempos. La 

producción de esteroides en el medio de cultivo fue evaluada mediante RIA.  

Se observó una disminución significativa en la producción de progesterona (P4, 

expresada en pg/ml) en las células que sobre-expresan MKP-1 tanto a los 30 minutos 

(pRc/CMVi = 7,37 ± 0,04 vs. MKP-1(s) = 3,52 ± 0,04; P<0,01) (Figura 42, Panel A), como a 

las 2 horas de estimulación con 8Br-AMPc (pRc/CMVi = 98,4 ± 3,9 vs. MKP-1(s) = 53,1 ± 

8,5; P<0,01) (Figura 42, Panel B).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42. Efecto de la sobre-expresión o inhibició n de la expresión de MKP-1 sobre la 
producción de esteroides en células de Leydig MA-10 . Las células MA-10 fueron 
transfectadas con el vector pRc/CMVi vacío o el pRc/CMVi-MKP-1 sentido (MKP-1(s)), o 
antisentido (MKP-1(as)), o el pSUPER.retro-MKP-1 (siRNA MKP-1). Al día siguiente fueron 
deprivadas de suero por 24 horas y luego estimuladas con 8Br-AMPc (0,5 mM) durante 30 
minutos (Panel A)  o 2 horas (Panel B) . La concentración de progesterona (P4) en el medio 
de cultivo fue evaluada por RIA. Los datos están expresados como el promedio ± D.E. de 
tres experimentos independientes. a, b y c, P<0,01 y vs. células transfectadas con pRc/CMVi 
vacío y estimuladas con 8Br-AMPc, analizados por ANOVA, seguido del test de Tukey. 
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Por otra parte, el bloqueo de la expresión de MKP-1 mediante la transfección del 

ADNc antisentido de MKP-1 o el siRNA fue eficaz para aumentar la producción de P4 

estimulada por AMPc sólo a las 2 horas de estimulación y no a tiempos menores 

(pRc/CMVi = 98,4 ± 3,9 vs. MKP-1(as) = 150,9 ± 9,9; vs. siRNA-MKP-1 = 152,1 ± 10,1; 

P<0,01) (Figura 42, Panel B).  

Estos resultados demuestran un rol de MKP-1 en la regulación de la esteroidogénesis 

por su acción sobre la actividad de ERK1/2. A continuación se analizó a nivel molecular 

cual es el mecanismo por el cual MKP-1 regula la producción de esteroides en células de 

Leydig MA-10, centrando especial atención en la regulación transcripcional de StAR y otros 

genes esteroidogénicos. 

II.3. EFECTO DE MKP-1 SOBRE LA REGULACIÓN TRANSCRIPCIONAL  DE GENES 

RELACIONADOS CON LA ESTEROIDOGÉNESIS  

II.3. a. Efecto de MKP-1 sobre la expresión de StAR   

El hecho de que existen factores de transcripción relacionados con la regulación de la 

esteroidogenésis, cuya expresión y/o actividad es dependiente de ERK1/2, nos lleva a 

postular que la expresión de MKP-1 conduciría a un cese de la actividad transcripcional 

dependiente de esta quinasa. Basados en estos conceptos y en los resultados obtenidos al 

evaluar la producción de esteroides en células con diferente grado de expresión de MKP-1, 

decidimos estudiar posibles efectos nucleares de esta fosfatasa.  

Primeramente analizamos el efecto de la inhibición de ERK sobre la actividad del 

promotor de StAR en células que fueron transfectadas con una construcción que contiene 

el gen de la luciferasa de luciérnaga bajo el control del promotor de StAR (pGL3-StAR), 

como se detalla en Materiales y Métodos. Conforme a lo que está descripto, se determinó 

que el 8Br-AMPc incrementa la actividad del promotor de StAR (Figura 43). También 

demostramos que la inhibición de la actividad de ERK1/2, por el agregado de PD98059, 

disminuye el efecto del AMPc sobre la actividad de este promotor. Este efecto es 

dependiente del tiempo de incubación con este compuesto ya que produce una inhibición 
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máxima cuando se agrega conjuntamente con el estímulo y pierde su eficacia cuando se 

agrega pasadas 2 horas del inicio de la estimulación (Figura 43). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 43. Efecto de la inibición de ERK1/2 sobre l a actividad del promotor de StAR en 
células de Leydig MA-10. Las células MA-10 fueron co-transfectadas con el vector pGL3-
StAR y el plásmido pRL. Al día siguiente fueron deprivadas de suero por 24 horas y luego 
estimuladas con 8Br-AMPc (0,5 mM) durante 6 horas, en ausencia (barras rayadas) o en 
presencia de PD98059 (50 µM) agregado a los tiempos indicados respecto del inicio de la 
estimulación. Se obtuvieron los lisados celulares y se midió la actividad de luciferasa. Cada 
valor fue normalizado respecto la actividad de luciferasa de Renilla. Los datos están 
expresados como el promedio ± D.E. de tres experimentos independientes. a, P<0,001 vs. 
células no estimuladas incubadas en ausencia de PD98059; b, P<0,001; c, P<0,01 vs. 
células estimuladas con 8Br-AMPc en ausencia de PD98059, analizados por ANOVA, 
seguido del test de Tukey. 

 

A continuación se analizó el efecto de la sobre-expresión de MKP-1 sobre la actividad 

del promotor de StAR. Con este fin las células MA-10 fueron co-transfectadas con el 

plásmido conteniendo el ADNc de MKP-1 en orientación sentido o antisentido (pRc/CMVi-

MKP-1(s) o pRc/CMVi-MKP-1(as)) o el pSUPER.retro-MKP-1 junto con el vector pGL3-

StAR y luego estimuladas con 8Br-AMPc durante 6 horas. Luego se determinó la actividad 

de luciferasa en los lisados celulares. 

Nuestros experimentos demostraron que en células estimuladas la sobre-expresión de 

MKP-1 produce una disminución significativa de la actividad de luciferasa respecto de las 
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células transfectadas con el plásmido vacío (pRc/CMVi = 1,23 ± 0,08 vs. MKP-1(s) = 0,83 ± 

0,06, en unidades relativas; P<0,01) (Figura 44).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 44. Efecto de la sobre-expresión o inhibició n de MKP-1 sobre la actividad del 
promotor de StAR en células de Leydig MA-10. Las células MA-10 fueron co-
transfectadas con el vector pGL3-StAR y el plásmido control pRL junto al vector pRc/CMVi 
vacío o el pRc/CMVi-MKP-1 sentido (MKP-1(s)), o antisentido (MKP-1(as)), o con el 
pSUPER.retro-MKP-1 (siRNA-MKP-1). Al día siguiente fueron deprivadas de suero por 24 
horas y luego estimuladas con 8Br-AMPc (0,5 mM) durante 6 horas. Se obtuvieron los 
lisados celulares y se midió la actividad de luciferasa. Cada valor fue normalizado respecto la 
actividad de luciferasa de Renilla. Los datos están expresados como el promedio ± D.E. de 
tres experimentos independientes. a, P<0,001 vs. células transfectadas con el pRc/CMVi 
controles no estimuladas; b y c, P<0,01 vs. células transfectadas con el pRc/CMVi y 
estimuladas con 8Br-AMPc, analizados por ANOVA, seguido del test de Tukey. 

 

A diferencia de lo observado en las células que sobre-expresan MKP-1, en las células 

transfectadas con la construcción que porta la secuencia antisentido de MKP-1 la actividad 

del promotor de StAR no mostró diferencias significativas respecto a la registrada en las 

células controles (Figura 44). Sin embargo el bloqueo de la expresion de MKP-1 por el 

siRNA aumentó significativamente la actividad de este promotor en células estimuladas con 

AMPc (pRc/CMVi = 1,23 ± 0,08 vs. siRNA MKP-1 = 1,78  ± 0,11, en unidades relativas; 

P<0,01) (Figura 44).  

La modificación de la actividad del promotor de StAR observada en las células que 

expresan niveles variables de MKP-1 podría reflejarse en una alteración en los niveles del 
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ARNm de StAR. Para analizar esta posibilidad las células MA-10 fueron transfectadas con 

los vectores pRc/CMVi-MKP-1(s) o el pSUPER.retro-MKP-1 o con el plásmido vacío como 

control, deprivadas de suero por 24 horas y luego estimuladas con 8Br-AMPc durante 

distintos tiempos. Luego se aisló el ARN total y se cuantificó el nivel del ARNm de StAR por 

PCR en tiempo real.  

Al igual que lo observado con la producción de esteroides, se observó una 

disminución significativa en los niveles del ARNm de StAR en las células que sobre-

expresan MKP-1 en todos los tiempos analizados (Figura 45). Por el contrario cuando se 

analizó el nivel de ese mensajero en las células donde la expresión de MKP-1 está inhibida 

por acción del siRNA, se vio un aumento significativo del mismo respecto de lo observado 

en las células controles transfectadas con el plásmido vacío (Figura 45). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 45. Efecto de la sobre-expresión o inhibició n de la expresión de MKP-1 sobre el 
nivel del ARNm de StAR en células de Leydig MA-10. Las células MA-10 fueron 
transfectadas con el vector pRc/CMVi vacío o el pRc/CMV-MKP-1 sentido (MKP-1(s)) o el 
pSUPER.retro-MKP-1  (siRNA-MKP-1). Al día siguiente fueron deprivadas de suero por 24 
horas y luego estimuladas con 8Br-AMPc (0,5 mM) durante los tiempos indicados. Luego se 
extrajo el ARN total y se llevaron a cabo reacciones de RT-PCR y Real Time PCR para el 
análisis de la expresión del ARNm de StAR. La figura muestra el nivel de expresión del 
ARNm de StAR, normalizado contra el valor del ARNm de GAPDH. Los datos están 
expresados como el promedio ± D.E. de dos experimentos independientes. a y c, P<0,01; b y 
d P<0,05 vs. células transfectadas con el pRc/CMVi y estimuladas con 8Br-AMPc 1 y 3 horas 
respectivamente, analizados por ANOVA, seguido del test de Tukey. 
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Estos resultados muestran que la variación en el grado de expresión de MKP-1 

(sobre-expresión o bloqueo de la expresión) altera los niveles del ARNm de StAR de la 

misma manera que afecta la actividad del promotor. 

En conclusión estos resultados demuestran que la disminución en la síntesis de 

esteroides en las células que sobre-expresan MKP-1 se debe, al menos en parte, a la 

inhibición en la expresión de StAR. Por otra parte, al aumento en la síntesis de esteroides 

cuando se bloquea la expresión de MKP-1 está relacionado con el aumento de la expresión 

de StAR.  

II.3. b. Efecto de MKP-1 sobre la actividad del pro motor de NUR77  

Dado que se conoce que hCG/AMPc promueve la expresión del factor de transcripción 

NUR77 y que este evento es necesario para que la hormona incremente los niveles del 

mensajero de StAR, nos propusimos evaluar el efecto de la variación en la expresión de 

MKP-1 sobre la actividad del promotor de NUR77.  

Si bien se conoce que hCG/AMPc aumenta la actividad del promotor de NUR77, se 

desconoce si este evento es dependiente de la actividad de ERK1/2 en células de Leydig 

MA-10. Si lo anterior resultara cierto la variación en los niveles de MKP-1 podria repercutir 

en la actividad este promotor. Para comprobar esta hipótesis analizamos los efectos de la 

inhibición de ERK sobre la actividad del promotor de NUR77. Con este propósito las células 

de Leydig de la línea MA-10 fueron co-transfectadas con el gen de la luciferasa de 

luciérnaga bajo el control del promotor de NUR77 (pGL3-NUR77), luego estimuladas con 

8Br-AMPc durante 4 horas y al término de esto, procesadas para la determinación de la 

actividad de luciferasa.  

En concordancia con lo que describe la bibliografía, comprobamos que la estimulación 

con el análogo permeable del AMPc incrementa la actividad del promotor de NUR77. 

Demostramos que la preincubación con PD98059 reduce significativamente este efecto 

(Figura 46), lo cual sugiere que la actividad de ERK1/2 es necesaria en la expresión de este 

factor. 
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Figura 46. Efecto de la inhibición de ERK1/2 sobre la actividad del promotor de NUR77 
en células de Leydig MA-10. Las células MA-10 fueron co-transfectadas con el vector 
pGL3-NUR77 y el plásmido pRL. Al día siguiente fueron deprivadas de suero por 24 horas y 
preincubadas en presencia o ausencia de PD98059 (50 µM) y luego estimuladas con 8Br-
AMPc (0,5 mM) durante 4 horas. Se obtuvieron los lisados celulares y se midió la actividad 
de luciferasa. Cada valor fue normalizado respecto la actividad de luciferasa de Renilla. Los 
datos están expresados como el promedio ± D.E. de tres experimentos independientes. a, 
P<0,001 vs. células no estimuladas incubadas en ausencia de PD98059; b, P<0,001 vs. 
células estimuladas con 8Br-AMPc en ausencia de PD98059, analizados por ANOVA, 
seguido del test de Tukey. 

A continuación evaluamos el efecto de la sobre-expresión del ADNc de MKP-1 sentido 

y antisentido y del siRNA de MKP-1 sobre la actividad del promotor de NUR77. Con este 

propósito las células MA-10 fueron co-transfectadas con los vectores pGL3-NUR77 y 

pRc/CMVi-MKP-1(s) o pRc/CMVi-MKP-1(as) o pSUPER.retro-MKP-1 o el plásmido vacío 

como control. Luego las células fueron estimuladas con 8Br-AMPc durante 4 horas y al 

término de esto, procesadas para la determinación de la actividad de luciferasa.  

 Los resultados mostraron que la sobre-expresión de MKP-1 disminuye el efecto del 

AMPc sobre la actividad del promotor de NUR77. Como muestra la figura, la actividad de 

luciferasa estimulada por el análogo del segundo mensajero es menor en las células 

transfectadas con el plásmido pRc/CMVi-MKP-1(s) que en las células transfectadas con el 

plasmado vacío (pRc/CMVi = 1,61 ± 0,19 vs. MKP-1(s) = 0,79 ± 0,11, en unidades relativas, 

P<0,001) (Figura 47).  
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Figura 47. Efecto de la sobre-expresión o inhibició n de MKP-1 sobre la actividad del 
promotor de NUR77 en células de Leydig MA-10. Las células MA-10 fueron co-
transfectadas con el vector pGL3-NUR77 y el plásmido control pRL junto al vector pRc/CMVi 
vacío o pRc/CMVi-MKP-1 sentido (MKP-1(s)) o antisentido (MKP-1(as)) o con el 
pSUPER.retro-MKP-1 (siRNA-MKP-1). Al día siguiente fueron deprivadas de suero por 24 
horas y luego estimuladas con 8Br-AMPc (0,5 mM) durante 4 horas. Se obtuvieron los 
lisados celulares y se midió la actividad de luciferasa. Cada valor fue normalizado respecto la 
actividad de luciferasa de Renilla. Los datos están expresados como el promedio ± D.E. de 
tres experimentos independientes. a, P<0,001 vs. células transfectadas con el pRc/CMVi 
controles no estimuladas; b y d, P<0,01; c, P<0,05 vs. células transfectadas con el pRc/CMVi 
y estimuladas con 8Br-AMPc, analizados por ANOVA, seguido del test de Tukey. 

A diferencia de lo observado en las células que sobre-expresan MKP-1, en las células 

transfectadas con la construcción pRc/CMVi-MKP-1(as) o con el siRNA de MKP-1 se 

evidenció un aumento significativo en la actividad de luciferasa respecto de las células 

transfectadas con el plásmido vacío, siendo mayor el aumento de la actividad del promotor 

en las células transfectadas con el siRNA (pRc/CMVi = 1,61 ± 0,19 vs. MKP-1(as) = 2,28 ± 

0,14; vs. siRNA-MKP-1 = 2,79 ± 0,19, en unidades relativas, P<0,05 y P<0,01, 

respectivamente) (Figura 47). 

De estos estudios se deduce que en células de Leydig de la línea MA-10, la inducción 

de NUR77 por AMPc es dependiente de la actividad de ERK1/2, dado que la inactivación 

de esta quinasa, ya sea por la presencia de un inhibidor de su activación o por la sobre-

expresión de MKP-1, disminuye significativamente la actividad del promotor de NUR77. 

P
ro

m
ot

or
N

U
R

77
-L

U
C

(u
ni

da
de

s 
re

la
tiv

as
)

8Br-AMPccontrol

0

1

2

3

4

a

b

c

d

pRc/CMVi

MKP-1(s)

MKP-1(as)

siRNA-M
KP-1

P
ro

m
ot

or
N

U
R

77
-L

U
C

(u
ni

da
de

s 
re

la
tiv

as
)

8Br-AMPccontrol

0

1

2

3

4

a

b

c

d

pRc/CMVi

MKP-1(s)

MKP-1(as)

siRNA-M
KP-1



Resultados 
______________________________________________________________________________ 

124 

En conjunto los resultados descriptos en las secciones anteriores sugieren que el 

efecto inhibitorio de MKP-1 sobre la transcripción de StAR se debe, al menos en parte, a 

una menor expresión de NUR77. Sin embargo no descartamos que la expresion de MKP-1 

también reduzca el efecto de la hormona sobre el grado de fosforilación del factor SF-1.  

Por otra parte aquí mostramos que variaciones en la expresion de MKP-1 se traducen 

en variaciones en los niveles de esteroides producidos y son compatibles con un rol de 

MKP-1 en el cierre de la acción hormonal sobre la esteroidogénesis. 

II.3. c. Efecto de MKP-1 sobre la actividad del pro motor del CYP11A1  

Otro gen involucrado en la esteroidogénesis y regulado por hCG/AMPc es el 

CYP11A1 que codifica para la enzima P450SCC, responsable de la conversión de colesterol 

a pregnenolona. A continuación evaluamos el efecto de la sobre-expresión o inhibición de la 

expresión de MKP-1 sobre la actividad del promotor del CYP11A1 con la misma estrategia 

que se utilizó para evaluar la actividad del promotor de StAR y de NUR77.  

Primeramente analizamos, al igual que para el caso de los promotores de StAR y 

NUR77, la participación de ERK1/2 sobre la actividad del promotor del CYP11A1. En este 

caso las células fueron transfectadas con el vector pGL3-CYP11A1, el cual contiene el gen 

de la luciferasa de luciérnaga bajo el control del promotor de CYP11A1. A continuación las 

células fueron estimuladas con AMPc durante 12 horas y procesadas para determinar la 

actividad de luciferasa.  

En concordancia con lo descripto en bibliografía, observamos un incremento en la 

actividad del promotor del CYP11A1 por 8Br-AMPc (Figura 48). Este aumento resultó ser 

completamente dependiente de la actividad de ERK1/2 dado que la presencia de PD98059 

bloqueó totalmente el efecto del AMPc sobre la actividad de este promotor (Figura 48). 
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Figura 48. Efecto de la inhibición de ERK1/2 sobre la actividad del promotor de 
CYP11A1 en células de Leydig MA-10. Las células MA-10 fueron co-transfectadas con el 
vector pGL3-CYP11A1 y el plásmido pRL. Al día siguiente las células fueron deprivadas de 
suero por 24 horas y preincubadas en presencia o ausencia de PD98059 (50 µM) y luego 
estimuladas con 8Br-AMPc (0,5 mM) durante 12 horas. Se obtuvieron los lisados celulares y 
se midió la actividad de luciferasa. Cada valor fue normalizado respecto la actividad de 
luciferasa de Renilla. Los datos están expresados como el promedio ± D.E. de tres 
experimentos independientes. a, P<0,001 vs. células no estimuladas incubadas en ausencia 
de PD98059; b, P<0,001 vs. células estimuladas con 8Br-AMPc en ausencia de PD98059, 
analizados por ANOVA, seguido del test de Tukey. 

A continuación evaluamos el efecto de la sobre-expresión del ADNc de MKP-1 sentido 

y antisentido sobre la actividad del promotor del CYP11A1. Se siguió el mismo protocolo de 

co-transfección utilizado para StAR y NUR77, pero en este caso se utilizó el plásmido 

pGL3-CYP11A1 en conjunto con los vectores correspondientes para aumentar o inhibir la 

expresión de MKP-1. Luego las células fueron estimuladas con 8Br-AMPc durante 12 horas 

y al término de esto, procesadas para la determinación de la la actividad de luciferasa.  

Los experimentos demostraron que la sobre-expresión de MKP-1 reduce el efecto del 

AMPc sobre este promotor (Figura 49). En efecto, en células estimuladas que sobre-

expresan MKP-1 observamos una disminución significativa de la actividad de luciferasa 

respecto de las células transfectadas con el plásmido vacío (pRc/CMVi = 2,73 ± 0,35 vs. 

MKP-1(s) = 1,70 ± 0,40, en unidades relativas, P<0,01).  
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Figura 49. Efecto de la sobre-expresión o inhibició n de MKP-1 sobre la actividad del 
promotor de CYP11A1 en células de Leydig MA-10. Las células MA-10 fueron co-
transfectadas con el vector pGL3-CYP11A1 y el plásmido control pRL junto al vector pRc/CMVi 
vacío o pRc/CMVi-MKP-1 sentido (MKP-1(s)) o antisentido (MKP-1(as)). Al día siguiente fueron 
deprivadas de suero por 24 horas y luego estimuladas con 8Br-AMPc (0,5 mM) durante 12 
horas. Se obtuvieron los lisados celulares y se midió la actividad de luciferasa. Cada valor fue 
normalizado respecto la actividad de luciferasa de Renilla. Los datos están expresados como 
el promedio ± D.E. de tres experimentos independientes. a, P<0,001 vs. células transfectadas 
con el pRc/CMVi controles no estimuladas; b, P<0,01 vs. células transfectadas con el 
pRc/CMVi y estimuladas con 8Br-AMPc, analizados por ANOVA, seguido del test de Tukey. 

En conjunto los resultados de esta parte del trabajo muestran que MKP-1 impacta 

negativamente sobre la expresión y/o actividad de genes cuyos productos tienen un papel 

de relevancia en la esteroidogénesis. La inducción de MKP-1 por acción de las hormonas 

esteroidogénicas, evento que temporalmente está desfasado respecto de la activación de 

ERK1/2, permitiría acotar los efectos de LH/AMPc sobre la transcripción de genes como el 

de StAR.  
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I. REGULACIÓN TRANSCRIPCIONAL Y POST-TRADUCCIONAL D E MKP-1 EN 

CÉLULAS ESTEROIDOGÉNICAS  

En las células, el balance entre las actividades de proteínas quinasas y proteínas 

fosfatasas determina el grado de fosforilación de las proteínas. Inicialmente se consideraba 

que la función de las proteínas fosfatasas en los mecanismos de transducción de señales 

se limitaba al cierre de la señal disparada por el estímulo. Sin embargo este concepto ha 

cambiado drásticamente, gracias al importante avance en el conocimiento de las proteínas 

fosfatasas en la última década. Actualmente se acepta que ambas enzimas, quinasas y 

fosfatasas, tienen la misma relevancia en los mecanismos de transducción de señales en 

los cuales participan. Prueba de ello son los numerosos trabajos recientes que muestran 

evidencias contundentes acerca del rol fundamental que cumplen las fosfatasas en 

procesos fisiológicos tan diversos como la proliferación, la diferenciación, la apoptosis y la 

inflamación. 

La caracterización de los mecanismos de transducción de señales que operan 

mediante la activación de proteínas quinasas demuestra que, en muchos casos, la 

fosforilación de proteínas puede desencadenar la desfosforilación de otras. El ejemplo más 

sencillo sería la activación de una proteína fosfatasa por fosforilación. Trabajos de nuestro 

laboratorio ilustran lo discutido. El análisis de los mecanismos de transducción de señales 

disparados por las hormonas esteroidogénicas ACTH y LH demostró que estas hormonas, 

actuando a través de la activación de PKA, promueven la activación de proteínas tirosina 

fosfatasas y la consecuente desfosforilación de proteínas endógenas, una de ellas 

identificada como la proteína del citoesqueleto paxilina [228]. Más aún, estos trabajos 

revelaron que la desfosforilación de proteínas en residuos de tirosina es un evento 

necesario en la acción de estas hormonas sobre la esteroidogénesis [223, 228, 238]. Más 

recientemente nuestro grupo demostró que estas hormonas también promueven, en células 

adrenocorticales, la inducción de MKP-1, una fosfatasa dual que interviene en la 

inactivación de las MAPKs [107]. Estos antecedentes ponen en evidencia la importancia de 

caracterizar las proteínas con actividad de tirosina fosfatasas que exhiben actividad y/o 

expresión dependiente de hormonas en tejidos esteroidogénicos, entre ellas las MKPs.   
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Este trabajo de Tesis fue desarrollado con el objetivo de contribuir al conocimiento de 

los mecanismos que controlan la expresión y actividad de una fosfatasa de actividad dual, 

MKP-1. Además, en base a los antecedentes mencionados que muestran la inducción de 

MKP-1 en células esteroidogénicas por acción hormonal, nos propusimos determinar si esta 

fosfatasa cumple un rol en la regulación de la síntesis de hormonas esteroides. 

Habíamos demostrado que la estimulación con 8Br-AMPc incrementa los niveles del 

ARNm de MKP-1 en células de Leydig MA-10 [230]. Este resultado era coincidente con lo 

documentado previamente en células adrenocorticales, en las cuales la estimulación con 

ACTH producía el mismo efecto a través de una acción principalmente a nivel 

transcripcional [107]. En este trabajo de tesis observamos que la estimulación hormonal de 

las células MA-10 también induce un incremento en los niveles de la proteína MKP-1 y en 

su correspondiente ARNm. La cinética de inducción del mensajero fue coincidente con lo 

observado en otros sistemas y conforme a lo esperado para un gen de expresión temprana 

[248]. Más aún, comprobamos que el aumento de los niveles del mensajero por acción 

hormonal se debe principalmente a un incremento en la síntesis del mismo, como 

describimos en el sistema adrenal/ACTH [107]. 

La estimulación hormonal provoca un aumento en los niveles de la proteína. Al 

analizar la localización subcelular de MKP-1 observamos su localización en el núcleo, un 

resultado esperable de acuerdo a lo descripto previamente. En cambio resultó llamativo e 

interesante determinar la presencia de MKP-1 en mitocondrias, aunque puedan ser 

necesarios estudios más exhaustivos para confirmar este resultado. Sin embargo hay 

antecedentes que describen la localización de MKP-1 en esa organela [95]. Inclusive hay 

trabajos que describen la localización de ERK1/2 en mitocondria [249] y en particular, en 

células de Leydig MA-10 un trabajo de nuestro grupo demostró la presencia tanto de 

ERK1/2 como de MEK1/2 y la activación de las mismas por estímulo hormonal [50]. En este 

caso se observó una rápida cinética de desfosforilación de ERK1/2 luego de alcanzar la 

máxima activación por estimulación hormonal, aún a tiempos cuando las quinasas MEK1/2 

permanecen activas. Esta observación sería compatible con la presencia en mitocondria de 

una fosfatasa activa y específica para ERK1/2 en el momento cuando comienza a 

prevalecer su desfosforilación. Resultaría interesante demostrar si esa fosfatasa es MKP-1, 

particularmente en células productoras de esteroides, por el hecho de que la actividad de 
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ERK1/2 en ese compartimento es necesaria para la activación de la proteína StAR, cuya 

relevancia en la esteroidogénesis ya hemos mencionado. 

Resultó llamativo el hecho de que nuestros experimentos mostraban niveles elevados 

de la proteína MKP-1 a las 3 horas de estimulación, aún cuando la cinética de inducción 

transcripcional mostraba un descenso en los niveles del mensajero mucho más rápido. 

Estas observaciones nos llevaron a pensar que hCG/AMPc podría inducir cambios en la 

estabilidad de la proteína, en concordancia con lo demostrado por Brondello y col. Estos 

autores demostraron que la activación de ERK1/2 por distintos compuestos conduce a la 

fosforilación y estabilización de MKP-1 por parte de esta quinasa en fibroblastos de ratón 

[108].  

Para poder analizar la posible regulación post-traduccional de esta proteína, la 

estrategia seguida fue analizar los efectos de la estimulación hormonal sobre los niveles de 

la proteína en células transfectadas con un vector que permite la expresión constitutiva de 

la proteína recombinante flag-MKP-1. La disponibilidad de un anticuerpo anti-flag nos 

permitió evaluar los niveles de la proteína quimera y diferenciar estos niveles de los que 

corresponden a la proteína endógena. Con esta metodología podemos atribuir los cambios 

inducidos por hCG/AMPc en los niveles de MKP-1 a una acción a nivel post-traduccional. 

Esto nos permitió comprobar que la estimulación de las células produce un incremento en 

los niveles de la proteína que alcanza un valor máximo (aproximadamente 10 veces 

respecto del control) luego de 1 hora de estimulación. Similares resultados se observaron 

en células adrenocorticales Y1 estimuladas con ACTH.  

Por otra parte observamos que la incubación de las células MA-10 y Y1 con 

inhibidores del proteasoma conduce a la acumulación de la proteína, en concordancia con 

lo descripto en otros sistemas donde se demuestra la participación de este sistema 

multienzimático en la degradación de MKP-1 [108, 113].  

Varios trabajos demuestran que los glucocorticoides inducen MKP-1 por distintos 

mecanismos, un conocimiento que ha suscitado mucho interés por las implicancias médicas 

que presenta [250-252]. Dado que las células de Leydig MA-10 producen progesterona 

como esteroide mayoritario, analizamos si el efecto de la estimulación con la hormona o el 

segundo mensajero sobre los niveles de la proteína MKP-1 podía ser mediado por la 

progesterona liberada al medio. Esta posibilidad fue descartada ya que la incubación de las 
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células con una concentración del esteroide similar a la que se alcanza en el medio de 

cultivo cuando se estimulan las células en las condiciones de nuestros experimentos no 

aumenta los niveles de la proteína recombinante (datos no mostrados).  

Nuestros resultados, sumados al hecho de que se ha demostrado la fosforilación y 

estabilización de MKP-1 por acción de ERK1/2 en otros sistemas, promovieron nuestro 

interés en determinar el papel de PKA y ERK1/2 en la regulación post-traduccional de MKP-

1 por hCG y ACTH. En células de Leydig MA-10, la activación de ERK1/2 por hCG es 

dependiente de PKA [253]. Incluso nuestros estudios indican que lo mismo sucede en 

células adrencorticales de la línea Y1 ante el estimulo con ACTH, aunque al respecto hay 

algunas controversias [152]. En este trabajo de tesis observamos que la inhibición de la 

actividad de PKA anula la acumulación de MKP-1 promovida por hCG/AMPc, lo cual 

sugiere que otras quinasas, como PKC, no participan mayormente en este mecanismo. Más 

bien nuestros resultados señalan que este efecto hormonal involucra principalmente la 

actividad de ERK1/2.  

Al analizar la fosforilación de MKP-1 en células intactas comprobamos que tanto hCG 

como AMPc promueven la fosforilación de MKP-1. Esto, sumado a que cuando se bloquea 

la activación de ERK1/2 se anula completamente la incorporación de 32Pi en la proteína 

sugiere que la hormona hCG induce la fosforilación de MKP-1 no por una acción directa de 

PKA sino mediante la acción de la MAP quinasa ERK1/2. La fosforilación de MKP-1 se vio 

también en otro tipo de células esteroidogénicas, como las células adrencorticales humanas 

de la línea H295R. La estimulación de estas células con AMPc también provoca la 

fosforilación de MKP-1, aunque en este trabajo no se estableció si esto ocurre por una 

acción directa de PKA o a través de otra quinasa [231].   

El análisis de la secuencia aminoacídica de MKP-1 revela varios potenciales sitios 

consenso de fosforilación por diferentes quinasas, sin embargo la fosforilación en células 

intactas se restringe a un número limitado de sitios, entre ellos las serinas del extremo 

carboxilo terminal 359 y 364. La fosforilación en estos sitios por acción de ERK1/2 impide la 

degradación por el proteasoma [108]. Sin embargo un trabajo reciente realizado en células 

de una línea derivada de riñón de embrión de mono, describe la fosforilación de MKP-1 en 

otros sitios. Este trabajo muestra que la estimulación con suero induce la fosforilación en 

las serinas 296 y 323, las cuales se localizan adyacentes al extremo amino del dominio de 
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interacción con ERK, o dominio DEF [99]. En estos estudios se demuestra que la activación 

de ERK1/2 inducida por suero promueve la fosforilación de MKP-1 en la serina 296 y 

concomitantemente, la ubiquitinación y degradación de la proteína. Estos resultados se 

contraponen a los descriptos por Brondello y col [108]. Es evidente que diferentes 

condiciones de estimulación y/o tipos celulares pueden causar efectos diferentes sobre la 

proteína MKP-1. En particular nuestros hallazgos están en concordancia con los que 

describen la fosforilación y estabilización de MKP-1. Postulamos que la fosforilación de 

MKP-1 en células esteroidogénicas ocurre, al menos predominantemente, en las serinas 

359 y 364. Mediante experimentos de mutagénesis sitio dirigida recientemente hemos 

obtenido la doble mutante de flag-MKP-1 en donde ambos sitios de fosforilación han sido 

sustituídos por un aminoácido no fosforilable como es la alanina (S359/364A). Ensayos con 

esta construcción nos permitirán establecer con mayor certeza los sitios de fosforilación de 

MKP-1 ante el estímulo con hCG/AMPc.  

Las investigaciones que llevamos a cabo sugieren que el bloqueo de la activación de 

ERK1/2 tiene efectos cuantitativamente diferentes sobre la estabilización y sobre la 

fosforilación de la proteína. Al bloquear la activación de ERK1/2 provocada por AMPc con 

un inhibidor de MEK1/2, en condiciones establecidas para el bloqueo total de la actividad de 

estas quinasas, se anula la fosforilación de MKP-1. Sin embargo en las células estimuladas 

en presencia del mismo inhibidor (PD98059) aún se acumula MKP-1. Aunque aún es 

especulativo esto podría indicar que, además de la fosforilación, otras modificaciones post-

traduccionales inducidas por la hormona contribuyen a la estabilización de la proteína, cuyo 

análisis resultaría interesante.   

El análisis de la secuencia aminoacídica de MKP-1 revela sitios consenso de 

acetilación y sumoilación. Como mencionamos en la introducción, investigaciones recientes 

demuestran que la estimulación de células de una línea celular de monocitos con 

lipopolisacáridos induce la acetilación de MKP-1 [115]. Esta modificación ocurre en la lisina 

57 y es dependiente de la actividad de la acetilasa p300. En este contexto resulta 

interesante destacar el hecho de que en células adrencorticales Y1 la estimulación con 

ACTH provoca la inducción del gen que codifica para el receptor de ACTH (gen Mc2r) 

mediante un mecanismo que involucra la interacción de diversos activadores y 

coactivadores de la transcripción, como SF-1, MKP-1 y la acetilasa p300 entre otros [224]. 
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La unión covalente de SUMO (small ubiquitin-like modifier) a proteínas es una 

modificación post-traduccional que regula varios procesos celulares, siendo la participación 

en la regulación de la expresión génica uno de los más estudiados [254]. Por su 

localización nuclear y por el hecho de que su actividad promueve indirectamente la 

inactivación de factores de transcripción activados vía MAP quinasas, MKP-1 emerge como 

potencial blanco de sumoilación. Estos antecedentes nos llevan a postular que las 

hormonas esteroidogénicas podrían regular la sumoilación de MKP-1. Más aún, existiendo 

casos en donde la fosforilación promueve el intercambio sumoilación-ubiquitinación, resulta 

interesante proponer un modelo en el que ese intercambio sea inducido por hormonas 

esteroidogénicas.  

Los resultados obtenidos en cuanto a la localización subcelular de MKP-1 sugieren la 

presencia de MKP-1 en mitocondria. Más aún, los experimentos de sobre-expresión de la 

proteína recombinante muestran que la estimulación con AMPc promueve su acumulación  

tanto en núcleo como en mitocondria aún a los 30 minutos de estimulación. Si esto es el 

resultado de una modificación post-traduccional promovida por la hormona que favorece la 

traslocación de la proteína a un compartimento particular es una hipótesis que resulta 

interesante analizar, más aún se propone que MKP-1 puede ser blanco de distintas 

modificaciones post-traduccionales. En este contexto cabe mencionar además que MKP-1, 

aunque considerada ampliamente como proteína nuclear, carece de la secuencia canónica 

de localización nuclear, y se postula que a través de una secuencia determinada interactúa 

con proteínas que la ubican en esa organela [91].  

II. ROL DE MKP-1 EN LA ESTEROIDOGÉNESIS  

Nuestros estudios demuestran que la expresión de MKP-1 es regulada por hormonas 

esteroidogénicas, lo cual nos lleva a preguntarnos entonces cuál es el rol fisiológico de la 

misma en las células esteroidogénicas. Dada la estricta regulación que LH/ACTH ejercen 

sobre MKP-1 se infiere que ésta podría cumplir un rol en la regulación de la producción de 

esteroides. La participación de una fosfatasa dual en la esteroidogénesis fue sugerida 

primeramente por Sewer y Waterman. Estos autores demostraron que la actividad de 

serina/treonina y tirosina fosfatasas es necesaria para la transcripción del gen hCYP17, el 
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cual codifica para la enzima 17α-hidroxilasa. Estos experimentos demostraban que los 

inhibidores de serina/treonina y tirosina fosfatasas bloquean el efecto de ACTH sobre la 

actividad del promotor, y sobre los niveles del ARNm y de la proteína. Esto permitió postular 

por primera vez que una fosfatasa dual es necesaria para la expresión del gen hCYP17 

[255]. Posteriormente los mismos autores demostraron que MKP-1 participa en ese proceso 

a través de un mecanismo que involucra la desfosforilación de SF-1 [231].   

Sewer y Waterman postularon que la expresión de otros genes de la regulación 

hormonal crónica del proceso esteroidogénico y que son dependientes de SF-1 también 

requieren de la actividad de fosfatasas duales para su activación. En base a los resultados 

de experimentos en los que se usaron inhibidores de tirosina y serina/treonina fosfatasas 

exclusivamente, los autores postularon que una fosfatasa dual podría participar también en 

la inducción del CYP11A1. En efecto, ellos observaron que los inhibidores mencionados 

reducen el efecto del AMPc sobre los niveles del ARNm correspondiente [241].  

Las investigaciones comentadas en el párrafo anterior indican que la regulación del 

CYP17, y eventualmente otros genes como CYP11A1, es diferente de la del gen de StAR, 

ya que se conoce que la inducción de StAR requiere de la fosforilación de SF-1 mediada 

por ERK1/2 [218]. Este efecto diferencial que produce la fosforilación de SF-1 sobre la 

transcripción de estos dos genes sugiere que la inducción de MKP-1 funcionaría como una 

señal mediante la cual las hormonas pueden simultáneamente cerrar la transcripción de 

StAR e iniciar la transcripción de genes de expresión tardía como por ejemplo el CYP17. En 

este trabajo analizamos los efectos de MKP-1 sobre la actividad del promotor del gen 

CYP11A1 estimulado por AMPc (12 hs) y contrariamente a lo esperado de acuerdo a los 

trabajos de Sewer y Waterman [231, 241], en nuestras condiciones experimentales 

observamos una inhibición de la actividad de este promotor en células que sobre-expresan 

MKP-1. Sin embargo para concluir acerca de la regulación del gen CYP11A1 por acción de 

MKP-1 se requiere un análisis más profundo. Incluso creemos que estos estudios merecen 

llevarse a cabo atendiendo al hecho que nuestros resultados recientes demuestran que 

hCG induce otras MKPs, como MKP-2 y MKP-3, las cuales exhiben una cinética de 

inducción mas tardía que MKP-1 y que también pueden modular la actividad de ERK1/2.    

En el presente trabajo nos propusimos determinar el efecto de MKP-1 sobre la 

inducción hormonal de StAR. La estrategia consistió en aumentar la expresión de MKP-1 

mediante la expresión transitoria de construcciones específicas en células de Leydig de la 



Discusión y Conclusiones 
______________________________________________________________________________ 

134 

línea MA-10. Nuestro planteo era que la sobre-expresión de MKP-1 reduciría el nivel de 

ERK1/2 fosforilada alcanzado por estimulación, lo cual rendiría una menor actividad de los 

factores de transcripción dependientes de ERK y necesarios para la expresión de StAR y, 

consecuentemente, una menor actividad del promotor de StAR, una menor expresión de 

StAR y una disminución en la producción de esteroides. Por el contrario, al suprimir la 

expresión de MKP-1 esperábamos observar efectos opuestos lo cual rendiría finalmente un 

incremento en la producción de esteroides.  

Para anular la expresión de MKP-1 utilizamos la transfección de las células con un 

plásmido que contiene el ADNc antisentido de MKP-1, y en una etapa más avanzada de 

este trabajo, la transfección con un vector que expresa un siRNA específico de esta 

fosfatasa. La eficiencia de esta última estrategia para reducir la expresión de MKP-1 fue, 

aparentemente, mayor que la basada en la sobre-expresión del ADNc antisentido. Además 

se sabe que con esta metodología se logra mayor especificidad, lo cual es importante en 

nuestro caso ya que MKP-1 pertenece a una familia de proteínas de marcada hormología 

de secuencia. Aunque la deprivación de suero de las células baja la expresión de estas 

fosfatasas, lo cual nos indicaba que sólo MKP-1 estaría presente en las células 

estimuladas, en el transcurso de este trabajo demostramos que luego de 3 horas de 

estimulación hCG y AMPc incrementan la expresión de otra MKP de localización nuclear, 

MKP-2. Por ese motivo incluimos en nuestro trabajo la metodología del siRNA para estudiar 

la participación de MKP-1 en la esteroidogénesis, particularmente en lo que se refiere a la 

transcripción de genes esteroidogénicos       

Para evaluar el efecto de MKP-1 sobre la producción de esteroides optamos por 

tiempos de estimulación que no superaran las 3 horas de estimulación, para evitar los 

posibles efectos de MKP-2. Sin embargo, para poder evidenciar el efecto del bloqueo de la 

expresión de MKP-1 mediante la transfeccion del ADNc antisentido o del siRNA el tiempo 

de estimulación debía ser mayor al cual se produce el incremento del mensajero de MKP-1. 

Por el contrario, el efecto de la sobre-expresión podía ser evidenciado a distintos tiempos 

de estimulación, de acuerdo con nuestro razonamiento. Es precisamente mediante la 

sobre-expresión de MKP-1, más que con el bloqueo de su expresión, que se demuestra el 

papel de esta enzima como mecanismo de cierre de efectos transcripcionales. Por ejemplo 

uno de los trabajos que demuestran que la inducción de MKP-1 por distintos estímulos, 

adrenalina entre ellos, promueve el cese de la transcripción de los genes que esos 
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estímulos desencadenan en cardiomiocitos [256] se basa en la sobre-expresión de la MKP-

1. Por todo lo expuesto en este trabajo optamos por evaluar la producción de esteroides a 

dos tiempos de estimulación: 30 minutos y 2 horas, tanto en células que sobre-expresan 

MKP-1 como en células transfectadas para anular el efecto inductor del estímulo (hCG o 

AMPc). A ambos tiempos ensayados la sobre-expresión de la proteína redujo la producción 

de esteroides estimulada por 8Br-AMPc. Por el contrario, el bloqueo de la expresión, con 

las dos metodologías ensayadas, incrementó la producción de esteroides sólo luego de 2 

horas de estimulación y no a los 30 minutos. Estos resultados son consistentes con el 

hecho que el blanco de ambas metodologías es interferir con la síntesis del ARN mensajero 

de MKP-1 el cual se incrementa entre los 15 y 30 minutos de estimulación.      

Para analizar el efecto de MKP-1 sobre la inducción transcripcional de StAR, 

evaluamos la actividad de luciferasa en células co-transfectadas con el vector pGL3-StAR, 

el cual contiene el gen de la luciferasa de luciérnaga bajo el control del promotor de StAR, y 

el vector conteniendo el ADNc de MKP-1 (orientación sentido y antisentido) o el plásmido 

para generar el siRNA y su control. Cuando se evalúa la actividad del promotor de StAR 

mediante el ensayo del gen reportero como el que empleamos se obtiene una máxima 

respuesta ante la estimulación hormonal luego de 12-14 horas de estimulación. En nuestro 

caso fue necesario reducir estos tiempos para evitar la posible inducción de otras 

fosfatasas. Luego de esta puesta a punto del ensayo del gen reportero establecimos en 6 

horas el tiempo óptimo de estimulación de las células co-transfectadas para evaluar la 

actividad del promotor de StAR.   

 Los resultados que obtuvimos mostraron que los altos niveles de MKP-1 presentes 

desde el inicio de la estimulación mediante la transfección del ADNc correspondiente, 

disminuyen la actividad del promotor de StAR. En contraste, observamos un aumento en la 

actividad del promotor ante el estímulo hormonal en células donde se anula la expresión de 

MKP-1 pero sólo cuando se empleó la metodología del siRNA. Es probable que esto se 

deba a la mayor capacidad del siRNA para bloquear la expresión específica de MKP-1, 

respecto de la metodología del ADNc antisentido.  

Consistente con el hecho de que la fosforilación mediada por ERK1/2 se requiere para 

la activación/expresión de factores de transcripción necesarios para la expresión de StAR,  

observamos que cuando se bloquea la activación de ERK1/2 con el compuesto PD98059 

se reduce efectivamente la actividad del promotor de StAR, pero la magnitud de tal 
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reducción es máxima cuando el inhibidor se agrega junto con el estímulo que dispara la 

activación del promotor. Cuando este inhibidor se agrega luego de transcurridas 2 horas de 

estimulación no se puede ver su efecto inhibitorio sobre la actividad del promotor de StAR 

inducida por 8Br-AMPc, al menos en las condiciones experimentales ensayadas que 

incluye un tiempo de estimulación de 6 horas. En este aspecto hay que tener en cuenta que 

el efecto de esta transfección del ADNc antisentido o el siRNA es interferir con la expresión 

de la proteína endógena, un evento temporalmente desplazado de la activación de ERK1/2 

que se evidencia a los 5 minutos de estimulación. Por lo tanto la consiguiente fosforilación 

de factores de transcripción dependientes de ERK1/2 tendrá lugar antes que se evidencie la 

reducción en los niveles de expresión de la MKP-1 endógena. Es por eso que para detectar 

los efectos de la supresión de la expresión de MKP-1 sobre la actividad de promotores 

debimos optimizar el tiempo de estimulación y a su vez utilizar la estrategia del siRNA, la 

cual es específica y eficiente en disminuir la expresión de MKP-1.  

Cuando se evalúa el efecto de MKP-1 sobre la expresión de StAR es necesario tener 

presente que no sólo SF-1 es suceptible de la regulación mediada por MAPKs y MKPs. 

DAX-1 es un factor inhibitorio de la transcripción de StAR cuyos niveles de expresión han 

sido descriptos como dependientes de ERK1/2 [257]. Está descripto que en células 

esteroidogénicas los mismo estímulos que inducen el gen de SF-1 también actúan 

induciendo el gen de DAX-1, con la diferencia que la expresión de este último es más 

tardía. Esto se debe a que el promotor de DAX-1 presenta sitios consenso de 

reconocimiento para SF-1 y por lo tanto requiere de éste para su inducción [258]. Por lo 

tanto la sobre-expresión de MKP-1 puede afectar la actividad del promotor de StAR por dos 

mecanismos con efectos opuestos: inhibe la acción de SF-1 sobre el promotor de StAR y 

baja los niveles del factor inhibitorio DAX-1. En el balance de esos dos efectos opuestos 

predomina el efecto sobre la activación del promotor por SF-1, a juzgar por los resultados 

alcanzados en este trabajo.     

Como se mencionó en la introducción, otro factor de transcripción que interviene en la 

inducción del gen de StAR y otros genes de la respuesta esteroidogénica es NUR77 [208, 

210]. Se sabe que la actividad de este factor, al igual que el SF-1, se regula por 

fosfo/desfosforilación. Se ha visto en células de Leydig que el AMPc promueve la inducción 

de NUR77 y la fosforilación de éste en la serina 340 y su desfosforilación en serina 350 

[213], eventos que son necesarios para la inducción de StAR. Sin embargo, en el trabajo 
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mencionado, la participacion de las MAPKs sobre la inducción y el estado de fosforilacion 

de NUR77 no ha sido explorado con mayor detalle. Por otro lado en otros sistemas se sabe 

que la inducción y activación de NURR77 es dependiente de ERK1/2 [210, 217]. Por 

ejemplo la transactivación de NUR77 en corticotrofos por CRH/AMPc involucra la actividad 

de ERK1/2 además de PKA y calcio. Además se ha demostrado la fosforilación in vivo de 

NUR77 en la serina 105 por acción de ERK y que la fosforilación de este residuo tiene un 

rol relevante en la exportación de este factor del núcleo [259].  

Si la inducción de NUR77 por AMPc en células esteroidogénicas es dependiene de 

ERK1/2, entonces la sobre-expresión de MKP-1 podria reducir la actividad del promotor de 

NUR77. Lo opuesto sería observable disminuyendo la expresion de la proteína endógena. 

Nuestros experimentos mostraron que el PD98059 reduce significativamente la 

estimulación del promotor de NUR77 por AMPc, sugiriendo que la vía de ERK1/2 participa 

en la inducción de este factor. En línea con este resultado deteminamos que la sobre-

expresión de MKP-1 reduce el efecto del AMPc sobre la actividad de NUR77, como ocurre 

con el promotor de StAR, y que el siRNA es efectivo para aumentar la actividad de este 

promotor.   

En base a estos datos, suponemos que el efecto inhibitorio de MKP-1 sobre la 

inducción de StAR, podría deberse a una acción de la fosfatasa a dos niveles: 

disminuyendo el grado de fosforilación y activación de ciertos factores de transcripción e 

impidiendo la expresión de otros factores de transcripción, fundamentalmente de aquellos 

que requieren de la acción hormonal para su inducción. En este contexto resulta de interés 

mencionar que se ha demostrado que ACTH induce un perfil cíclico de fosforilación tanto de 

ERK1/2 como de SF-1 (serina 203), coincidente con un reclutamiento también cíclico de 

SF-1 y otros cofactores al promotor del gen Mc2r para promover su expresión [224]. En 

estos ciclos la inhibición de la expresión del gen Mc2r coincide temporalmente con la 

asociación de MKP-1 al complejo de correguladores/activadores que incluye al SF-1 en su 

forma desfosforilada. Si este modelo dinámico de regulación de SF-1 se aplica también a la 

inducción de StAR aún no está definido. Por esto, nuestros objetivos de trabajo futuros 

incluyen analizar la participación de MKP-1 en la fosforilación de SF-1 y NUR77 en células 

de Leydig MA-10 

Por otro lado, la función de MKP-1 en la esteroidogénesis no se restringe solamente a 

sus acciones sobre la inducción/activación de factores de transcripción nucleares, que 
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luego serán reclutados a los promotores de genes esteroidogénicos. También especulamos 

que esta fosfatasa pueda actuar a nivel mitocondrial, alterando el estado de fosforilación de 

la proteína StAR y por ende de esta forma, regular el proceso de síntesis de esteroides. 

Como se comentó en la introducción, un trabajo de nuestro grupo demostró la existencia de 

un complejo multienzimático en las mitocondrias que regula el estado de fosforilación de 

StAR. En este complejo actuarían las quinasas MEK y ERK1/2. Dada las evidencias que 

sustentan la presencia de MKP-1 en este compartimento subcelular [95], sería interesante 

demostrar que efectivamente MKP-1 se localiza también en las mitocondrias de células 

esteroidogénicas, regulando la actividad de StAR y por lo tanto demostrar que esta 

fosfatasa cumple un rol en la regulación de la síntesis de esteroides. 

En síntesis, este trabajo demuestra por primera vez un rol de MKP-1 en la regulación 

de la esteroidogénesis en células de Leydig de la línea MA-10. Estos hallazgos condicen 

con el hecho que las hormonas esteroidogénicas LH/hCG y ACTH regulan estrictamente la 

expresión de esta fosfatasa por un efecto a nivel transcripcional como así también 

promoviendo modificaciones post-traduccionales que afectan la vida media de la proteína. 

 Futuros estudios que planeamos encarar nos darán respuesta si estas modificaciones 

post-traduccionales están relacionadas con la localización subcelular de la proteína y la 

relevancia funcional de estos fenómenos.  
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