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Resum en 

Expresión y función de las MAP quinasas fosfa tasas 1  y 3  ( MKP- 1  y MKP- 3 )  en 

células de Leydig 

 

MKP-3 es una enzima inducible sólo por est ímulos proliferat ivos que 

desfosforila específicam ente a ERK1/ 2.  En cambio MKP-1 desfosforila diferentes 

MAPKs y se induce por diversos t ipos de est ím ulos.  En este t rabajo se analizaron 

aspectos regulatorios y funcionales de ambas enzim as en células de Leydig MA-10 

bajo la est imulación del receptor de LH (RLH)  con hCG o en presencia del derivado del 

segundo mensajero correspondiente, 8Br-AMPc. 

Este estudio pone en evidencia, por primera vez, que la act ivación del RLH 

regula la expresión de MKP-3.  hCG y 8Br-AMPc aumentan los niveles de MKP-3 

act ivando la expresión génica por eventos dependientes e independientes de ERK1/ 2 y 

promoviendo modificaciones post - t raduccionales que estabilizan la proteína.  Se 

demost ró que la act ivación del RLH conduce a la inducción p21, un inhibidor de la 

proliferación, y que este efecto es dependiente de MKP-3. 

Respecto de la enzima nuclear MKP-1, se determ inó que el AMPc regula su 

estabilidad por múlt iples fosforilaciones, involucrando la fosforilación por ERK1/ 2 en 

sit ios consenso relacionados con la estabilidad (S359 y S364)  y con la inestabilidad 

(S296 y S323)  de la proteína.  Se demost ró que la inducción del factor de 

t ranscripción NUR77 por 8Br-AMPc, factor que part icipa en expresión de genes 

cruciales para la esteroidogénesis, es dependiente de ERK1/ 2 y se determ inó que 

MKP-1 y sus m odificaciones post - t raduccionales impactan en la inducción de NUR77 

por 8Br-AMPc. 

Se concluye que la inducción de MKP-1 y MKP-3 por est imulación del RLH 

modula las acciones de LH sobre la esteroidogénesis y la proliferación de las células de 

Leydig. 

 

Palabras clave: MKP- 1 , MKP- 3 , cé lulas de Leydig, PK A, ERK1 / 2 . 



Abst ract  

Expression and funct iona l role of MAP k inase phosph atases 1  and 3  ( MKP- 1  y 

MKP- 3 )  in Leydig ce lls 

 

MKP-3 is an enzyme inducible only by proliferat ive st imuli and involved 

specifically in ERK1/ 2 dephosphorylat ion.  I n cont rast , MKP-1 is an enzyme inducible 

by different  st imuli and able to dephosphorylate different  MAPKs.  This work analyzes 

regulatory and funct ional aspects of both phosphatases in MA-10 Leydig cells under 

the st imulat ion of the luteinizing hormone receptor (LHR)  with human chorionic 

gonadot ropin horm one (hCG)  or a perm eable derivat ive of the corresponding second 

messenger (8Br-cAMP) .  

The present  study dem onst rates, for the first  t im e, the expression of MKP-3 by 

the act ivat ion of LHR.  hCG and cAMP increase MKP-3 levels by act ivat ing gene 

expression –through ERK1/ 2-dependent  and independent  events-  and promot ing post -

t ranslat ional modificat ions that  increase protein stabilizat ion.  This work also 

dem onst rates that  the act ivat ion of LHR leads to the induct ion of p21, an inhibitor of 

cell proliferat ion, by a mechanism involving MKP-3 expression.  

Regarding the nuclear enzyme MKP-1, this work shows that  cAMP regulates 

MKP-1 half life by ERK1/ 2-m ediated phosphorylat ion in sites involved in protein 

stabilizat ion (S359 and S364)  and destabilizat ion (S259 and S263) .  I t  is also 

established that  t ranscript ion factor NUR77, whose act ion is essent ial for the 

expression of crucial steroidogenic genes, is cAMP- induced by an ERK-dependent  

mechanism . I n line with this finding, this study also demonst rates that  MKP-1 and its 

post - t ranslat ional modificat ions im pact  on MKP-3 expression. 

I t  is concluded that  the induct ion of MKP-1 and MKP-3 by LHR act ivat ion 

m odulates LH act ions on steroidogenesis and proliferat ion of Leydig cells.  

 

Key w ords: MKP- 1 , MKP- 3 , Leydig cells, PKA, ERK1 / 2  
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Abreviaturas 

17β-HSD:  17β-hidroxi-esteroide deshidrogenada 

3β-HSD:  3β-hidroxiesteroide deshidrogenasa 

7TMS:  7 regiones t ransmembrana,  

8Br-AMPc:  8-Br-adenosina 3’,5’-m onofosfato cíclico 

Act  D:  act inom icina D 

ACTH:  Adrenocort icot rofina 

AKAPs:  proteínas de anclaje a PKA 

AKT:  proteína quinasa B ( también llamada PKB)  

AMPc:  adenosina monofosfato cíclico 

ARNm:  Ácido r ibonucleico mensajero 

BSA:  seroalbúm ina bovina (BSA) ,  

CaMK proteína quinasa dependiente de Ca2+ / calm odulina 

Cdc:  fosfatasas del ciclo celular (Cell Division Cycle)  

CDK:  quinasas dependientes de ciclinas 

CKI s:  inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas 

CRE:  elem entos respondedores a AMPc 

DSP:  dom inio catalít ico con act ividad de fosfatasa dual 

DSP:  proteínas fosfatasas de act ividad dual  

DUSP:  Dual specificity protein phosphatase ( también llamadas MKPs)  

EDTA:  ácido et ilén diam ino tet ra-acét ico 

EGF:  factor de crecim iento epidermal 

EGFP:  proteína fluorescente verde 

EGTA:  ácido et ilén glicol-bis (2-am inoet iléter) -N,N,N’,N’ tet raacét ico  

ERKs:  quinasas reguladas por señales ext racelulares  

EROS:  especies react ivas del oxígeno 

ES:  error estándar de la media 

FGF:  factor de crecim iento de fibroblastos 

FGF:  factor de crecim iento nervioso 

FOXO:  factores de t ranscripción Forkhead  

GMPc:  Guanosina monofosfato cíclico 

GnRH:  hormona liberadora de gonadot ropinas 

GTP:  Guanosina t r ifosfato 

hCG:  gonadot rofina coriónica hum ana 

HDL:  lipoproteínas de alta densidad  

JAKs:  Janus t irosina quinasas  

JNKs:  quinasas del ext remo N- term inal del factor de t ranscripción  

LDL:  lipoproteínas baja densidad 

LH:  hormonas luteinizante 



Abreviaturas 

LPS:  lipopolisacáridos 

MAPKAPK:  proteína quinasa act ivada por MAPK 

MAPKKKs/ MKKKs:   MAP quinasa quinasa quinasas  

MAPKKs/ MKKs:  MAP quinasa quinasas 

MAPKs: quinasas act ivadas por m itógenos 

MKB:  dom inio de unión a las MAPKs 

MKPs:  MAP quinasas fosfatasas ( también llam adas DUSP)  

MSK:  quinasa act ivada por m itógenos y est rés 

NES:  secuencias de exportación nuclear 

NLS:  secuencias de localización nuclear 

P4:  progesterona 

P450c17:  17-hidroxilasa/ 17,20- liasa 

P450scc:  com plejo de escisión de la cadena lateral del colesterol;   

P5:  pregnenolona 

PDGF:  factor de crecim iento derivado de plaquetas  

PDK-1:  quinasa dependiente de fosfoinosít idos 

PI P2:  fosfat idilinositol 3,4-bifosfato  

PI P3:  fosfat idilinositol 3,4,5- t r ifosfato 

PKA:  proteína quinasa dependiente de AMPc 

PKB: proteína quinasa B ( también llamada AKT)  

PKC:  proteína quinasa dependiente de Ca2+  y fosfolípidos  

PLC:  fosfolipasa C 

PMA:  forbol 12-m ir istato-13 acetato (act ivador de PKC)  

proteínas fosfatasas de act ividad dual (DSPs 

PTPs:  proteínas t irosinas fosfatasas 

PTP-SL:  porteína t irosina fosfatasa de t ipo STEP  

PVDF:  m embrana de polif luoruro de vinilideno 

RLH:  receptor de LH  

RSK:  quinasa r ibosomal S  

RTK:  receptores tyrosine quinasas 

RTKs:  receptores t irosina quinasa 

SAPKs:  quinasas act ivadas por est rés  

SDS:  dodecil sulfato de sodio 

SDS-PAGE:  elect roforesis en geles de poliacr ilam ida conteniendo SDS 

SH2:  dom inio de homología con la region Scr 

shARN:  short  hairpin ARN 

StAR:  Steroidogenic Acute Regulatory Protein 

STATs:  Signal Transducers and Act ivators of Transcript ion 



Abreviaturas 

STEP:  Striatal Enriched Phosphatase  

TGF-:  factor de crecim iento tumoral   

TGF-β:  factor de crecim iento tumoral beta  

TSH:  horm onas t irot rofina hipofisaria 

VEGF:  factor de crecim iento endotelial vascular 
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I nt roducción 

I . LA FOSFORI LACI ÓN Y DESFOSFORI LA CI ÓN DE PROTEÍ NAS EN EL CONTROL 

DE LA ACTI VI DAD CELULAR 

I .1 . Transducción de señales horm onales 

La capacidad de los organism os vivos para adaptarse a los cont inuos cam bios 

del entorno es esencial para garant izar su supervivencia.  Por tal m ot ivo, todos los 

organismos, desde los unicelulares hasta los organism os plur icelulares más com plejos, 

han desarrollado mecanismos apropiados para captar la información del medio que los 

rodea y responder apropiadam ente.  Estos m ecanism os, y la capacidad de los 

organismos de elaborar respuestas altamente específicas en el marco temporal 

apropiado, aseguran la hom eostasis.  

Los cam bios que cont inuam ente se producen en el entorno impactan en las 

células com o “señales” .  Algunas de las señales pueden ser de naturaleza física, com o 

cambios en la temperatura, en la osmolar idad y lum inosidad del m edio ext racelular.  

La presencia de moléculas de naturaleza diversa tales como proteínas, pépt idos, 

am inoácidos, esteroides, derivados de ácidos grasos y hasta gases disueltos, com o el 

óxido nít r ico y el monóxido de carbono en el m edio ext racelular son algunas de las 

señales quím icas que impactan en las células.  Un ejemplo de este t ipo de señales es 

el const ituido por las hormonas proteicas como las hormonas luteinizante (LH)  y 

adrenocort icot rofina (ACTH) , las cuales promueven, a t ravés de la regulación de la 

expresión de diferentes genes, la síntesis de esteroides en sus respect ivos tej idos 

blanco. 

Generalm ente las moléculas pequeñas difunden fácilmente a t ravés de las 

membranas y actúan directamente sobre un com ponente celular produciendo un 

determ inado efecto.  En ot ros casos la m olécula que difunde al interior celular,  

llamada ligando, se une a una molécula denom inada receptor y el com plejo ligando-

receptor actúa generalmente sobre el material genét ico modificando la expresión de 

genes como mecanismo para t ransm it ir  el mensaje.  En cambio, las macromoléculas 

(como por ejemplo las hormonas proteicas)  requieren un m ecanismo altamente 

especializado que incluye varios pasos y moléculas.  La act ivación de un receptor de 

superficie celular por una molécula ext racelular se conoce com o t ransducción de señal. 

La act ivación de este receptor genera y t ransm ite int racelularmente señales por m edio 

de interacciones proteína-proteína.  Por últ im o, se ejecuta la respuesta.  Los 

receptores, tanto de m em brana com o los int racelulares, se caracterizan por reconocer 

de manera específica al ligando, lo cual determ ina que la respuesta que se genera 

como act ivación del sistema sea altamente específica.  
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La variedad de señales a las cuales las células pueden responder es 

ext remadamente amplia.  Sin em bargo, la evolución ha seleccionado y perfeccionado 

sólo una serie acotada de sistem as de t ransducción de señales capaces de generar 

una respuesta determ inada para cada est ím ulo en diferentes t ipos celulares.  Además 

de la especificidad de los receptores, cada t ipo celular presenta maquinarias efectoras 

específicas, de forma tal que las señales generadas en la cascada de t ransducción de 

dos o m ás est ím ulos, aún siendo idént icos, pueden act ivar una respuesta dist inta en 

cada t ipo celular.  Esta maquinaria de señalización está conform ada por diversas 

moléculas, generalmente enzimas.  Un grupo importante de estas enzimas son 

proteínas capaces de catalizar la fosfor ilación de proteínas.  Estas enzim as, 

denom inadas proteínas quinasas, promueven cambios en el grado de fosforilación de 

las proteínas blanco y com o consecuencia, la act iv idad biológica de la proteína 

fosforilada se modifica.  Este cambio en la act ividad biológica const ituye el m ecanism o 

que la célula implem enta para adaptarse al cambio en el medio externo. 

Las fosfatasas de proteínas son un grupo de enzimas que modifican el grado de 

fosforilación de las proteínas, removiendo grupos fosfato, por lo que estas enzimas 

son también componentes esenciales de los mecanism os de t ransducción de señales.  

En diferentes sistem as hay innumerables ejemplos de la modificación de una act ividad 

enzimát ica como consecuencia de la fosforilación o desfosforilación.  Sin em bargo, es 

necesario tener en cuenta que existen ot ras modificaciones que llevan a cambios en la 

act ividad biológica de las proteínas.  Por ejemplo, la acet ilación y la met ilación, ent re 

ot ras.  Por ot ro lado, la fosforilación puede impactar sobre factores de t ranscripción y, 

en consecuencia, sobre la expresión génica.  

Previamente mencionamos que las hormonas LH y ACTH, las cuales cont rolan 

la producción de esteroides en gónadas y adrenales respect ivam ente, son hormonas 

que desencadenan la act ivación de receptores hormonales.  En el marco de esta tesis 

discut irem os aspectos relacionados con la act ivación de los receptores de estas 

horm onas.  Más específicam ente, analizarem os la cascada de t ransducción de señales 

que dispara la act ivación del receptor de LH (RLH) , en células de Leydig.  En las 

secciones siguientes describiremos los componentes de la cascada de señalización 

hormonal que están implicados en la act ivación del RLH. 

 

I .2 . Receptores,  proteínas G y segundos m ensajeros  

Los receptores hormonales son moléculas capaces de reconocer y unir un 

ligando (com o horm onas, neurot rasm isores, vitam inas u ot ro t ipo de moléculas)  con 
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alta afinidad y especificidad.  Un grupo importante de hormonas son de naturaleza 

liposolubles y esto les confiere la capacidad de difundir a t ravés de las membranas e 

interactuar con receptores int racelulares, com o es el caso de las hormonas t iroideas.  

Las horm onas de naturaleza proteica, por su hidrofilicidad y tam año no pueden 

at ravesar libremente las membranas celulares, por lo tanto se unen a receptores 

ubicados en la superficie de las células.  Actualm ente se conoce que algunas hormonas 

liposolubles pueden act ivar tanto receptores int ra como ext racelulares. Ejemplos de 

estas hormonas son las hormonas t iroides, esteroides (Kelly y Ronnekleiv, 2008)  y la 

vitam ina D (Carlberg y Campbell, 2013) .  

Todos los receptores de membrana t ienen al m enos un dom inio ext racelular,  

donde se localiza el sit io de unión al ligando, y un dom inio citoplasmát ico.  La 

t ransducción de señales a t ravés de la m em brana plasm át ica es posible por la 

cooperación de diferentes com ponentes.  En primer lugar, el receptor reconoce a la 

hormona mediante su dom inio ext racelular.  Luego el receptor act iva, por su dom inio 

int racelular,  a ot ras proteínas situadas en el citoplasma mediante cambios 

conformacionales que afectan las act ividades de las m ism as.  Las proteínas efectoras 

act ivadas están situadas normalmente en contacto con la membrana plasmát ica, o 

están ancladas a la m embrana por medio de lípidos de membrana.  A t ravés de una 

modificación post raduccional como m ir ist ilación, palm itoilación, farnesilación, 

geranilación y unión a glucosil- fosfat idilinositol, muchas proteínas asociadas a 

m em brana pueden ser act ivadas secuencialmente y finalmente enviar la señal por 

medio de la generación moléculas solubles al inter ior de la célula.  Estas moléculas 

solubles se denom inan segundos m ensajeros, en tanto que la señal ext racelular que 

act ivó el sistema se denom ina primer mensajero. 

Ciertas horm onas se unen a receptores que t ienen act ividad catalít ica, en 

part icular estos receptores t ienen la capacidad de fosforilar proteínas en residuos de 

t irosina, razón por la cual se los denom ina receptores t irosina quinasa (Receptor 

Tyorsine Kinases,  RTKs)  (Carraway y col., 1994;  P. Blume-Jensen y Hunter, 2001, 

Schlessinger y Lem m on, 2006) .  Dent ro de este grupo están los receptores de la 

mayor parte de los factores de crecim iento, como el factor de crecim iento epidermal 

(Epiderm al Growth Factor, EGF), el factor de crecim iento tumoral  (Tumor Growth 

Factor ,  TGF-) ,  el factor de crecim iento derivado de plaquetas (Platelet -Derived 

Growth Factor, PDGF) , el factor de crecim iento endotelial vascular (Vascular Endotelial 

Growth Factor, VEGF) , el factor de crecim iento de fibroblastos (Fibroblast  Growth 

Factor;  FGF) ,  y el receptor de la insulina. Los receptores de esta fam ilia t ienen un 

dom inio ext racelular de unión al ligando, un dom inio t ransm em brana, y un dom inio 

int racelular con act ividad t irosina quinasa int rínseca.  Cuando se une el ligando, el 
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receptor se dimeriza, lo que induce la autofosforilación de las t irosinas del dom inio 

int racelular y act iva la t irosina quinasa, que fosforila (y por tanto act iva)  m uchas 

m oléculas efectoras en cascada, de form a directa o m ediante proteínas adaptadoras.  

Este mecanismo puede, en últ ima instancia, fosfor ilar y act ivar factores de 

t ranscripción y llevar la información al núcleo.  Por ejemplo el EGF y el PDGF 

prom ueven la fosfor ilación de los factores de t ranscripción de la fam ilia STAT a t ravés 

de la act ivación de sus receptores RTK (Receptor Tyrosine Kinases)  (Ruff-Jam ison y 

col, 1995;  Vignais y col.,  1995) . 

Ot ra fam ilia m uy amplia de receptores incluye m iembros que exhiben una 

característ ica est ructural común:  presentan 7 regiones t ransmembrana, mot ivo por el 

cual se los denom ina 7TMS (7 Trans-Mem brane Segm ents) . Estos receptores 

presentan el ext remo am ino en el espacio ext racelular y el ext remo carboxilo en el 

espacio citoplasmát ico (Lefkowitz RJ., 2007)  

Los receptores t ipo 7TMS interaccionan con un t ipo part icular de proteínas 

denom inadas proteínas G.  La denom inación se debe al hecho que unen nucleót idos de 

guanina.  Estas proteínas están const ituidas por 3 subunidades:  ,   y .   La 

caracterización de estas subunidades m uest ra la existencia de un amplio número de 

isoform as de la subunidad que han sido agrupadas en cuat ro fam ilias:  s,   i ,  q ,  12 

(Milligan y Kostenis, 2006).  La unión de la horm ona al receptor prom ueve el 

intercam bio de GDP por GTP en la subunidad de la proteína G y la disociación de la 

subunidad -GTP del dímero A cont inuación, -GTP y el dím ero inician las 

respuestas int racelulares act ivando una variedad de moléculas efectoras.  

 

I .3 . Proteínas quinasas y m ecanism os de act ivación  

La act ivación de los receptores 7TMS prom ueve la liberación de la subunidad  
unida a GTP y el dím ero La función de la subunidad en la t ransducción de 

señales está am pliam ente caracterizada y consiste en act ivar  diferentes m oléculas 

efectoras tales com o enzim as, canales iónicos, t ransportadores de iones, etc 

(Lam bright  y col.,  1994) .  En cont raste, la función de los dím eros es menos 

conocida, aunque actualm ente se sabe que estas subunidades tam bién t ienen un rol 

en la señalización int racelular (Khan y col., 2013) .  A modo de ejemplo, puede 

mencionarse que estos dímeros son capaces de act ivar rutas bioquím icas que 

conducen a la act ivación de una fam ilia de proteínas quinasas que se conoce con el 

nombre de quinasas act ivadas por m itógenos (Mitogen Act ivated Protein Kinases, 

MAPKs)  (Sugden y Clerk, 1997) .  
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Como resultado del acople ent re el receptor y la correspondiente subunidad -

GTP se act ivan, ent re ot ro t ipo de m oléculas, diferentes enzimas como fosfolipasas, 

fosfodiesterasas, ciclasas de nucleót idos, ent re ot ras.  La act ivación de estas enzim as 

prom ueve un aumento en la concentración int racelular de los productos 

correspondientes.  Estos son pequeñas m oléculas que amplif ican la señal disparada 

por la hormona.  Un ejemplo de este t ipo de enzimas es la adenilil ciclasa que cataliza 

la formación de AMPc a part ir  de ATP.  El AMPc (segundo m ensajero)  actúa act ivando 

a la proteína quinasa dependiente de AMPc (Protein Kinase cAMP-dependent , PKA) .  

Por ot ro lado, la fosfolipasa C cataliza la formación de diacil glicerol (DAG)  e inositol 

t r ifosfato ( IP3)  por hidrólisis del fosfolípido 4,5 bifosfato- fosfat idil inositol.   El DAG es 

un mensajero que permanece anclado a la m embrana plasm át ica, en donde act iva a la 

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

dependent ,  PKC) , proteína que posteriormente part icipará en el proceso de 

señalización hacia el interior de la célula.  El I P3 es un mensajero soluble que se une a 

receptores específicos en la membrana del ret ículo endoplásm ico, provocando la salida 

de Ca2+  de esta organela.  El Ca2+ ,  el GMP cíclico (GMPc)  son ot ros ejem plos de 

segundos mensajeros.   

La generación de segundos m ensajeros conduce a la act ivación de quinasas y 

la consecuente fosfor ilación de proteínas.  Esta modificación covalente cambia las 

propiedades est ructurales de las proteínas y en la mayoría de los casos, este cambio 

est ructural se asocia con un cambio en  la act ividad biológica de las m ismas, dando 

como resultado final un cambio en la act iv idad celular.  Sin embargo debe tenerse en 

cuenta que el grado de fosforilación de las proteínas depende del balance neto de las 

act ividades de proteínas quinasas y proteínas fosfatasas.  Por lo tanto, am bos t ipos de 

enzimas  son igualmente importantes para la señalización int racelular y a ellas nos 

referiremos con más detalle en las secciones siguientes. 

 

I .3 .1 . Proteínas Tirosina Quinasas  

Las proteínas quinasas catalizan la t ransferencia del grupo fosfato en posición 

del ATP a los grupos hidroxilo de los am inoácidos serina, t reonina o t irosina de 

diversas proteínas.  Según el am inoácido al cual t ransfieren el grupo fosfato, estas 

enzimas se clasifican en:  proteínas t irosina quinasas o proteínas serina/ t reonina 

quinasas. 

Un grupo de  proteína t irosina quinasas es de localización int racelular.  A este 

grupo pertenecen las quinasas JAKs (Janus Tyrosine Kinase)  y las quinasas de la 
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fam ilia Src.  Las JAKs se asocian a receptores de t ipo t irosina quinasa y fosforilan a las 

proteínas STATs (Signal Transducers and Act ivators of Transcript ion)  ( I hle JN., 1994) .  

Las quinasas Src fosforilan fundamentalmente proteínas del citoesqueleto o moléculas 

de adhesión (Shchem elinin, 2006) . 

El grupo más ampliamente caracterizado de proteínas t irosina quinasas es el 

conformado por los RTKs.  Como ya mencionamos, estos receptores son los 

mediadores de la acción de diversos factores de crecim iento (Aaronson y col., 1990) .  

La autofosfor ilación del receptor en sit ios específicos es importante porque se generan 

sit ios de anclaje para las m oléculas blanco (Pawson y Gish, 1992;  Bork y Margolis, 

1995) .  Dichas m oléculas son capaces de unirse a los residuos fosforilados en t irosina 

a t ravés de sus dominios SH2 (Scr Hom ology region) .  Este reclutam iento de 

diferentes moléculas facilita la interacción ent re las m ismas. 

 

I .3 .2 . Proteínas ser ina/ t reonina Quinasas 

A este grupo pertenecen, ent re ot ros, el receptor del factor de crecim iento 

tum oral beta (Tum oral Growth Factor Beta,  TGF-β) ,  la PKC, la PKA, las proteínas 

quinasas dependientes de ciclinas (CDK) , la proteina quinasa B (PKB o AKT)  y las 

MAPKs. 

La act ividad de estas quinasas puede ser regulada por eventos específicos 

(daño al ADN, est rés oxidat ivo, radiación UV)  o por numerosas señales quím icas que 

incluyen AMPc, GMPc, DAG, y Ca2+ / calm odulina, ent re ot ros. 

 

I .3 .2 .a . Proteína quinasa dependiente de AMPc 

La PKA t iene un papel relevante en el cont rol de la act ividad celular por su 

capacidad de regular procesos celulares tales com o la proliferación y la diferenciación 

(Vermeulen y col., 2003) , la organización de la red de m icrotúbulos (Langevin y col., 

2005) , la condensación y descondensación de la crom at ina y la exocitosis en diversos 

t ipos celulares (Sedej  y col., 2005) .  En el contexto de este t rabajo, cabe destacar que 

la PKA t iene un rol relevante en el cont rol de la producción de esteroides, ya que el 

m ecanism o de t ransducción de señales de la horm ona LH incluye la acción de esta 

quinasa. 

La PKA existe com o un com plejo tet ramérico formado por dos subunidades 

regulatorias (subunidades R) , que presentan alta afinidad por el AMPc, y dos 
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subunidades catalít icas (subunidades C)  unidas de forma no covalente.  Se han 

caracterizado varias isoformas de subunidades R (RI,  RI ,  RI I , RI I )  y de las 

subunidades C (C,  C,  C)  (Skalhegg y Tasken, 2000) .  Estas subunidades se 

expresan diferencialm ente en los dist intos tej idos, y son capaces de integrar dist intas 

isoformas de PKA.  El mecanismo de act ivación de PKA involucra la unión del AMPc a 

los sit ios denom inados A y B en cada subunidad R.  En el estado inact ivo de la 

holoenzima, solamente el sit io B está expuesto y disponible para la unión al AMPc.  

Cuando se ocupa este sit io se incrementa la unión del AMPc al sit io A por un cam bio 

estér ico int ram olecular.  La unión de cuatro m oléculas de AMPc, dos a cada subunidad 

R, lleva a un cambio conformacional y a la disociación de un dímero de R unido a 

cuat ro m oléculas de AMPc y de dos m onóm eros de C.  Las subunidades C, que en este 

estado son catalít icam ente act ivas, fosfor ilan a sus sust ratos específicos en residuos 

de serina y t reonina.  Las subunidades R, part icularmente las isoformas RI I , pueden 

asociarse con proteínas de anclaje llam adas AKAPs (A-Kinase Anchoring Proteins)  que 

perm iten localizar a la holoenzima PKA en diferentes com part im entos subcelulares 

para fosforilar diferentes sust ratos según el est ímulo (Sm ith y Scot t  ,  2006) .  Las 

AKAPs forman complejos mult iproteicos con diferentes enzimas además de PKA, por 

ejemplo con sust ratos de esta quinasa, fosfodiesterasas y fosfatasas, cont r ibuyendo 

de esta forma no sólo a aumentar la especificidad y versat ilidad de la t ransducción de 

señales, sino tam bién a acotar espacio- tem poralm ente la act ividad de PKA (Jarnaess y 

Tasken, 2007) . 

 

I .3 .2 .b. Proteínas quinasas dependiente de ciclinas   

Las quinasas dependientes de ciclinas (CDK)  son una fam ilia de proteínas 

involucradas en la regulación del ciclo celular.  Las CDKs son proteínas pequeñas que 

se unen a proteínas reguladoras, llam adas ciclinas, y de esta form a poseen act ividad 

quinasa.  Por ejem plo, cuando una célula quiescente recibe un est ím ulo m itogénico, se 

expresan m iembros de la fam ilia de ciclina D, las cuales act ivan a CDK4 y CDK6.  El 

complejo ciclina D-CDK4/ 6 inicia la fosforilación de m iembros de la fam ilia de 

proteínas del ret inoblastoma (RB) , lo cual produce la liberación de factores de 

t ranscripción, perm it iendo la expresión de genes requeridos para cont inuar el ciclo 

celular (Miller y Flaherty, 2014) . 

A su vez, los complejos ciclinas-CDKs son regulados por los inhibidores de 

CDKs, los CKI s (Cyclin-dependet  kinase I nhibitors) ,  los cuales están implicados en la 

supresión de la proliferación celular en condiciones de est rés causado por deficiencia 

en factores de crecim iento, daño al ADN, citoquinas ant iproliferat ivas, ent re ot ros 
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(Rom anov y col.,  2012) .   La proteína p21 es un CKI  que pertenece al grupo Cip/ Kip y 

es capaz de inact ivar la CDK2.  Los m iem bros de la fam ilia Cip/ Kip, son responsables 

del cont rol del ciclo celular, bloqueando la t ransición de la fase G1 a fase S. 

 

I .3 .2 .c. Proteína quinasa B ( PKB/ AKT)  

La proteína quinasa B (PKB) , tam bién conocida com o AKT, t iene un im portante 

rol en la vías de t ransducción de señales act ivadas por factores de crecim iento o por 

insulina y está involucrada en diversas funciones celulares como crecim iento, 

sobrevida, metabolismo de nut r ientes, ent re ot ros (Song y col., 2005;  Meroni y col., 

2002;  Martelli y col., 2012) .  Todas las isoform as de PKB/ AKT poseen una est ructura 

conservada:  un dom inio am ino term inal homólogo a Pleckst r ina (PH) , un dom inio 

cent ral quinasa y un dom inio hidrofóbico regulador en el ext remo carboxilo.  La 

act ividad de AKT es modulada por la act ivación de una quinasa de fosfolípidos, 

fosfat idilinositol 3-quinasa (PI 3K) .  Muchos factores de crecim iento y citoquinas 

incrementan la act ividad de la PI3K, lo cual resulta en un aumento de fosfat idilinositol 

3,4-bifosfato (PI P2)  y de fosfat idilinositol 3,4,5- t r ifosfato (PI P3)  en la mem brana 

plasmát ica.  AKT  es reclutada a la membrana plasm át ica por su interacción con estos 

fosfoinosít idos y es fosforilada por una proteína quinasa dependiente de fosfoinosít idos 

(PDK-1) , lo cual produce su act ivación (Manning y Cant ley, 2007) .  Sin embargo, es 

importante tener en cuenta que la act ivación de AKT puede producirse por una vía 

independiente de PI 3K, por ejemplo el aumento de AMPc lleva a la act ivación de AKT a 

t ravés de PKA y, por ot ro lado, la act ivación de la proteína quinasa dependiente de 

Ca2+ / calm odulina (CaMK)  tam bién puede fosforilar y act ivar a AKT.  Dos sit ios crít icos 

para la fosfor ilación y act ivación de AKT son la serina 473 y la t reonina 308. 

La vía de AKT es reconocida como una de las vías más importantes en la 

regulación de la sobrevida celular.  Por este mot ivo, actualmente es estudiada en 

dist intos t ipos de cánceres.  AKT t iene un efecto directo sobre la apoptosis ya que, por 

ejemplo, inhibe la act ividad proapoptót ica de proteínas como BAD, promoviendo la 

sobrevida celular (Song y col., 2005) .  Por ot ro lado, afecta la expresión de ciertos 

factores de t ranscripción com o los factores Forkhead (FOXO)  y la act ividad de la 

fam ilia p53.  La act ivación de PI3K/ AKT lleva a la inhibición de los factores FOXO 

m ediante una fosfor ilación inhibitor ia (Hay N., 2011) . 
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I .3 .2 .d. Proteínas Quinasas Act ivadas por  Mitógenos  

Las proteínas quinasas act ivadas por m itógenos (MAPKs)  son una fam ilia de 

serina/ t reonina quinasas que desempeñan un papel fundamental en la regulación de 

una am plia variedad de funciones celulares, que incluyen la proliferación y 

diferenciación celular, la m igración, la apoptosis, ent re ot ras.  En los seres humanos, 

la superfam ilia de MAPK incluye una decena de m iembros, ent re ellos ERK1, ERK2, 

ERK3, ERK5 y ERK7;  JNK1, JNK2, JNK3 y las proteínas p38 (Roux y Blenis, 2004;  

Ram an y col., 2007) . 

 

-  Clasif icación 

Estas quinasas se clasifican en t res grandes grupos, según el t ipo de est ím ulo 

que provoca su act ivación, ent re ot ras característ icas.  Estos grupos están const ituidos 

por:  (a)  las quinasas reguladas por señales ext racelulares (Ext racellular Regulated 

Kinases,  ERKs) , (b)  las quinasas del ext remo N- term inal del factor de t ranscripción c-

Jun (Jun N- term inal Kinase,  JNKs) , tam bién conocidas com o quinasas act ivadas por 

est rés (Stress Act ivated Protein Kinases,  SAPKs) , y (c)  el grupo de p38 (Roux y Blenis, 

2004) . 

La fam ilia de las ERKs incluye dos enzim as denom inadas ERK1 y ERK2 que 

exhiben una alta hom ología de secuencia, especialm ente en el dom inio de unión al 

sust rato (Boulton y col., 1991) .  Estas proteínas, de 44 y 42 kDa de peso molecular 

respect ivamente, se expresan de manera ubicua y se act ivan principalm ente en 

respuesta a factores de crecim iento y est ímulos proliferat ivos en general (Ram an y 

col., 2007;  Meloche y Pouyssegur, 2007) . 

El grupo de las JNKs se act iva en respuesta a múlt iples formas de est rés 

ambiental y a citoquinas ( I p y Davis, 1998) .  Se conocen t res genes que codifican para 

las JNKs en m am íferos.  Los genes que codifican para JNK1 y JNK2 se expresan en 

form a ubicua y generan 8 isoform as por m aduración alternat iva del ARN mensajero 

(Gupta y col., 1996) . 

Las MAPKs del grupo de p38, que incluye a las isoform as ,  ,  y ,  tam bién se 

act ivan por exposición de las células a citoquinas (Ashwell JD., 2006) , a dist intos t ipos 

de est rés ambiental (Obata y col., 2000) , endotoxinas (Abraham  E., 2005) , y 

radiación (Munshi y Ram esh, 2013) , pero no se act ivan apreciablem ente por est ím ulos 

m itogénicos.  Muchos est ím ulos que act ivan p38 tam bién act ivan a las JNKs. 
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-  Mecanism o de act ivación  y regulación de la  act ividad de las MAPKs 

Una característ ica com ún de los m iem bros de los t res subgrupos de MAPKs está 

relacionada con su m ecanism o de act ivación.  Todas las isoformas deben ser 

fosfor iladas en dos residuos, t reonina y t irosina, para exhibir  máxima act ividad 

(Ram an y col., 2007) .  El sit io de fosforilación, ubicado en el dom inio quinasa, consiste 

en un t r ipépt ido con una secuencia general t reonina-x- t irosina ( thr-x- tyr) .  Los 

diferentes grupos de MAPKs están definidos por la ident idad del am inoácido x que 

separa a los residuos de t reonina y t irosina fosfor ilados, siendo el m ot ivo de 

fosforilación dual thr-glu - tyr, thr-gly - tyr y thr-pro- tyr para los grupos de MAPKs:  

ERKs, p38 y JNKs respect ivam ente (Schaeffer y Weber, 1999;  Roux y Blenis, 2004;  

Tanoue y Nishida, 2002) .  

La act ivación de las MAPKs está vinculada con la act ivación tanto de los RTKs  

como de los receptores 7TMS.  Los diversos est ímulos que promueven la act ivación de 

estos receptores desencadenan una cascada de eventos de fosforilación que conduce a 

la act ivación de las MAPKs.  En esta cascada de fosforilaciones interviene un grupo de 

quinasas de act ividad dual:  las MAP quinasa quinasas (MAPKKs o MKKs) .  Las MAPKKs 

son altamente específicas e incluyen a MEK1 y MEK2, que act ivan a las ERKs;  MKK3, 

MKK4 y MKK6 que act ivan al grupo de p38 y las isoform as MKK4 y MKK7 que act ivan 

al grupo de JNKs (Roux y Blenis, 2004;  Tanoue y  Nishida, 2002)  (Figura 1) .  A su vez, 

las MAPKKs son act ivadas por fosforilación m ediada por las MAP quinasa quinasa 

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

Raf (y ) .  Las proteínas Raf son serina/ t reonina quinasas que prom ueven la 

act ivación de  MEK1 y MEK2, lo que lleva a la act ivación de las ERKs. La act ivación de 

Raf se produce por acción de un grupo de proteínas denom inadas Ras.  La act ivación 

de Ras ocurre vía RTKs y receptores 7TMS (Sugden y Clerk, 1997)  

La cascada de fosforilaciones que lleva a la act ivación de las MAPKs es 

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

Estas proteínas organizan los cam inos de señalización perm it iendo el contacto 

simultáneo de varios componentes, determ inando no sólo la localización subcelular 

sino tam bién la duración de la act ividad de las MAPKs, garant izando entonces la 

act ivación de una vía de señalización específica frente a un est ím ulo determ inado. 

El cont rol de la magnitud y duración de la act ividad de las MAPKs y, por lo 

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

de fosforilación por proteínas fosfatasas.  La desfosforilación tanto del residuo t reonina 

como del residuo t irosina del dom inio catalít ico de las MAPKs (m ot ivo thr-x- tyr)  resulta 

en la inhibición de su act ividad enzim át ica.  Las proteínas fosfatasas involucradas en 
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este proceso pueden ser proteínas t irosina fosfatasas, serina/ t reonina fosfatasas y 

fosfatasas de especificidad dual ( t reonina y t irosina) . 
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Figura1 . Esquem a de las cascadas de act ivaci ón de los t res pr incipa les grupos de MAP 

quinasas: ERKs, JNKs y p3 8 . La act ivación de las MAPKs incluye la fosfor ilación y act ivación 

secuencial de dist intas proteínas por acción de diferentes quinasas especificas:  las MAP quinasa 

quinasa quinasas (MAPKKKs o MAP3K)  y las MAP quinasa quinasas (MAPKKs o MAP2K) . Los est ímulos 

desencadenan la act ivación del pr imer m iem bro de la cascada:  MAP3K. 

 

Entre las fosfatasas de serina/ t reonina que son capaces de desfosforilar a las 

MAPKs se ha descripto a las proteínas 2A y 2C (PP2A y PP2C)  (Saxena y Mustelin, 

2000) .  Ent re las fosfatasas de t irosina que desfosforilan a las MAPKs se encuent ran 

las enzim as STEP (Striatal Enriched Phosphatase)  y PTP-SL (Protein Tyrosine 

Phosphatase-STEP Like) ,  que desfosforilan part icularmente a ERK1/ 2 (Zuniga y col., 

1999) .  Sin em bargo, existe un grupo part icular de proteínas fosfatasas que t iene 

como función específica desfosforilar a los m iem bros de la fam ilia de las MAPKs.  Estas 

fosfatasas, denom inadas MAP quinasa fosfatasas (MAP Kinase Phosphatases,  MKPs) , 

exhiben act ividad dual ( t reonina y t irosina) . 

 

  11 



I nt roducción 

-  Sust ra tos de las MAPKs 

Las MAPKs se unen a sus proteínas regulator ias y a sus sust ratos a t ravés de 

interacciones específicas proteína-proteína en sit ios determ inados denom inados sit ios 

de anclaje.  Estos sit ios están ubicados fuera del dom inio catalít ico de la enzima y son 

fundamentales en la determ inación de la especificidad de sust rato, localización 

subcelular y eficiencia de la act ividad enzim át ica (Tanoue y Nishida, 2002) .  Los 

sust ratos más am pliam ente caracterizados de las MAPKs son factores de t ranscripción 

com o Elk-1, c-Fos, c-Jun, STAT3.  En muchos t ipos celulares, el factor de t ranscripción 

NUR77, el cual t iene relevancia en el contexto de este t rabajo, se act iva por 

fosfor ilación m ediada por ERK1/ 2 (Bourhis y col., 2008) . 

Sin embargo, los factores de t ranscripción no son los únicos sust ratos de las 

MAPK.  Estas quinasas también fosforilan enzimas citoplasmát icas, com o ciertas 

fosfolipasas y proteínas del citoesqueleto, y proteínas de m em brana com o calnexina 

(Roux y Blenis, 2004) .  Ot ros sust ratos de las MAPKs son las proteínas quinasas 

act ivadas por MAPKs (MAPK-Act ivated Protein Kinases,  MAPKAPK), com o RSK 

(Ribosom al S Kinase)  y MSK (Mitogen and St ress act ivated kinase) , que intervienen en 

la regulación de factores de t ranscripción y enzim as.  Estas proteínas representan un 

paso adicional en el cam ino de amplif icación de las cascadas de las MAPKs (Roux y 

Blenis, 2004) . 

 

I .4 . Proteínas fosfa tasas 

La fosfor ilación de proteínas es un evento de sum a im portancia en la regulación 

de las act ividades de la célula. Una de las pr incipales característ icas de esta 

modificación es que, en el contexto celular, puede revert irse por acción de las 

proteínas fosfatasas.  Las proteínas fosfatasas son enzim as que rem ueven 

hidrolít icam ente residuos fosfato específicos de las proteínas modificadas.  En las 

células existe un balance dinám ico ent re la fosforilación y desfosforilación de proteínas 

por la acción concertada de proteínas quinasas y fosfatasas.  Por lo tanto, una 

m odificación de cualquiera de estos com ponentes puede tener un im pacto importante 

en la t ransducción de señales.  Actualmente se acepta que, en la regulación de la 

act ividad celular, las proteínas fosfatasas cumplen funciones de sim ilar relevancia que 

las proteínas quinasas. 
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I .4 .1 . Proteínas ser ina/ t reonina Fosfa tasas 

Las serina/ t reonina fosfatasas son un grupo de enzim as que rem ueven grupos 

fosfato de residuos de serina y t reonina de sus proteínas blanco.  Estas  catalizan, en 

gran parte, la desfosforilación de proteínas involucradas en procesos metabólicos.  

Este grupo de enzim as se caracteriza por presentar un número acotado de 

subunidades catalít icas que, en su mayoría, funcionan en com plejos hetero-

oligoméricos con una gran diversidad de subunidades regulatorias.  Esta característ ica 

le otorga a estas enzimas especificidad de sust rato y de localización subcelular (Cohen 

PT., 2002;  Barford D., 1996) .  Las isoform as PP1, PP2A, PP2B y PP2C son las 

responsables de casi toda la act ividad de serina/ t reonina fosfatasa in vivo (Virshup y 

Shenolikar, 2009) . 

 

I .4 .2 . Proteínas Tirosina Fosfatasas 

Las proteínas t irosina fosfatasas conforman una fam ilia de enzimas con un 

origen evolut ivo com ún y una est ructura diversa, con un sit io catalít ico conservado 

(Charbonneau y Tonks, 1992;  Stoker AW., 2005;  Tonks NK., 2006) .  

Un grupo de proteínas t irosina fosfatasas desfosforilan únicam ente residuos de 

t irosina y conform an el grupo de las PTPs “clásicas”  (Protein Tyrosine Phosphatases, 

PTPs) .  Ot ro grupo de t irosina fosfatasas son enzim as que exhiben act ividad dual, ya 

que desfosforilan tanto residuos de serina/ t reonina como de t irosina.  A estas enzimas 

se las denom ina proteínas fosfatasas de act ividad dual (Dual Specficity Phosphatases, 

DSPs)  (Dickinson y Keyse, 2006;  Cam ps y col., 2000) .  Aunque pertenecen a la m ism a 

fam ilia, estos dos grupos de enzim as presentan poca hom ología de secuencia excepto 

en los residuos claves dent ro del sit io catalít ico. 

 

I .4 .2 .a . Proteínas PTPs “clásicas” o PTPs  

Las PTPs pueden subdividirse en dos grupos de acuerdo a su ubicación dent ro 

de la célula:  las que at raviesan la membrana plasm át ica, denom inadas PTPs de t ipo 

receptor, y las que se localizan en una variedad de compart imentos int racelulares 

(como el citoplasma y el ret ículo endoplasm át ico, ent re ot ros)  denom inadas PTPs de 

t ipo no- receptor.  

La act ividad de las PTPs está cont rolada en form a precisa por dist intos 

m ecanism os, fundam entalmente a t ravés de modificaciones post - t raduccionales y/ o 
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interacciones proteína-proteína que modulan la act ividad a t ravés del cont rol de la 

localización subcelular. 

La dim erización es un m ecanismo regulatorio de la act iv idad de las PTPs de t ipo 

receptor, al igual que lo que ocurre con los RTKs.  Se ha detectado la form ación de 

dímeros de estas enzimas y que esta dimerización puede bloquear la act ividad 

catalít ica de las m ismas (Bilwes y col., 1996) . 

Con respecto a los m ecanism os post - t raduccionales de regulación, es conocido 

que la act ividad de varias PTPs está cont rolada por eventos de fosfo/ desfosforilación.  

La fosforilación tanto en residuos de t irosina com o de serina/ t reonina es uno de los 

mecanismos más relevantes en la regulación de la act ividad de las PTPs (Stoker AW., 

2005;  Tonks NK., 2006) .  Aunque en condiciones basales las PTPs exhiben m arcada 

act ividad, la fosforilación inducida por ligandos puede regular esta act ividad por al 

menos dos mecanismos diferentes:  por m odificar los parám etros cinét icos y/ o por 

dir igir  la interacción con su ligando (Garton y Tonks, 1994;  Wang y Bixby, 1999) .   

 

I .4 .2 .b. Proteínas Fosfatasas de Act iv idad Dual 

Las proteínas fosfatasas de act ividad dual (DSPs)  son enzim as capaces de 

desfosforilar tanto residuos de t irosina com o residuos de t reonina. Esta fam ilia está 

com puesta por varios subgrupos de enzim as.  

Uno de estos subgrupos esta form ado por las enzim as Cdc (Cell Division Cycle) .  

Cdc25A es uno de los reguladores m ás im portantes del ciclo celular.  Esta enzim a 

remueve la fosforilación inhibitor ia de las CDKs, tales como CDK2, CDK4 y CDK6, 

promoviendo la act iv idad de las CDKs hacia la progresión del ciclo celular.  Cdc25 

actúa también como regulador de la apoptosis (Shen y Huang, 2012) . 

En el contexto de este t rabajo, el subgrupo de fosfatasas duales de m ayor 

relevancia es del de las MAP quinasas fosfatasas (MKPs) , enzim as que catalizan la 

desfosforilación de los m iembros de la fam ilia de las MAPKs (Dickinson y Keyse, 

2006) .   En la sección siguiente describiremos detalladam ente este t ipo de fosfatasas 

duales. 

 

I .4 .3 . MAP quinasa fosfa tasas ( MKPs)   

En mamíferos, la fam ilia de las MKPs comprende una decena de m iembros.  En 

base a la homología de secuencia, est ructura proteica, especificidad por sust rato y 
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localización subcelular, se los clasifica en t res grandes grupos:  el pr im ero, t ipificado 

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

crecim iento o señales de est rés (Keyse y Em slie, 1992;  Rohan y col., 1993) .  Estas 

enzim as están conformadas por 300 a 400 am inoácidos, no presentan secuencias de 

localización nuclear clásicas (Nuclear Localizat ion Sequence,  NLS)  pero sí presentan al 

m enos un m ot ivo leu-x-x- leu- leu (o m ot ivo LXXLL)  en el ext rem o N- term inal que 

funciona com o tal.  Este m ot ivo está involucrado en la interacción con receptores 

nucleares y por lo tanto en el t ransporte al núcleo (Kawaj ir i y col., 2003;  Wu y 

Bennet t ., 2005) .  A este grupo tam bién pertenecen MKP-2 y PAC-1 (Phosphatase of 

act ivated cells o DUSP-2) .  El segundo subgrupo, t ipificado por MKP-3, incluye 

predom inantemente enzimas citosólicas, debido a que presentan secuencias de 

exportación nuclear (Nuclear Export  Sequence,  NES) , y cuyos t ranscriptos son 

inducidos por est ímulos específicos, pero no por est rés ambiental (Groom  y col., 1996;  

Dowd y col., 1998) .   El tercer grupo incluye a MKP-5 y MKP-7.  Estas proteínas son 

más grandes que las de los ot ros subgrupos y se caracterizan por desfosforilar 

select ivamente a las MAPKs JNK y p38 pero no a las ERKs.  Tienen secuencias NES y 

NLS y se las encuent ra tanto en citoplasma como en núcleo (Tanoue T., 2001)  (Figura 

2) . 

Con respecto a la especificidad de sustrato cabe m encionar que MKP-1 y MPK-2 

son capaces de desfosforilar a los m iembros de los t res subgrupos de MAPKs, m ient ras 

que MKP-3 es específica para ERK1/ 2 (Bout ros y col., 2008) .  Es importante 

m encionar que las MKPs que son arquet ipos de la fam ilia de las MKP, es decir MKP-1, 

MKP-2 y MKP-3, son producto de genes denom inados tam bién DUSP1, DUSP4 y 

DUSP6 (Dual specificity protein phosphatase) , respect ivam ente.  
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Figura 2 . Clasif icación genera l de las MKPs: De acuerdo a su localización subcelular,  

especificidad de sust rato y regulación, se dist inguen  t res grandes grupos de MKPs.  
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I .4 .3 .a . Est ructura  de las MKPs 

Las MKPs t ienen un peso m olecular que varía ent re 34 y 69 kDa.  Están 

com puestas por dos dom inios:  el dom inio catalít ico con act ividad de fosfatasa dual 

(Dual Specificity Phosphatase, DSP)  que se encuent ra en el ext remo C- term inal y el 

sit io de unión a las MAPKs, (MAP Kinase Binding dom ain, MKB)  que se encuent ra 

ubicado en la porción N- term inal (Figura 3) . 

Con respecto al DSP, existe una hom ología m ayor al 80%  ent re los dist intos 

m iembros de la fam ilia de las MKPs.  Este dom inio está const ituido por 

aproximadamente 140 am inoácidos y posee una secuencia de 9 am inoácidos (his-cys-

x-x-gly-x-x-arg-ser)  involucrada en la catálisis (Dickinson y Keyse, 2006) .  El dom inio 

MKB de las MKPs cont iene un grupo de am inoácidos cargados posit ivam ente, incluidos 

dent ro de una región hidrofóbica, responsables de la interacción con las MAPKs 

(Tanoue y col., 2000;  Tanoue y col., 2002) .  
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Figura 3 .  I nteracción ent re MKP y su sust ra to. El esquem a ilust ra la interacción ent re la MKP y 

su sust rato a t ravés del m ot ivo MKB. 

 

El dom inio MKB juega un rol fundamental en la regulación de la especificidad 

de sust rato a t ravés de interacciones de anclaje con las MAPKs.  Más aún, se ha 

dem ost rado que varias MKPs son act ivadas por la unión al sust rato a t ravés de su 

dom inio MKB (Castelli y col., 2004;  Farooq y col., 2003) .   La unión de la MAPK 
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fosforilada al dom inio MKB altera la est ructura del dom inio DSP.  Este cambio 

conform acional, junto con la interacción del dom inio catalít ico con la MAPK, causa un 

incremento en la act ividad catalít ica de MKP-3 (Zhou y col., 2001) . 

La MKP-1 presenta, además de los sit ios MKB y DSP, un sit io de unión para 

ERK (Docking site for ERK,  DEF) .  Los dom inios est ructurales de MKP-1 se m uest ran 

en la f igura 4.  Por ot ro lado, las MKPs citosólicas, como MKP-3, MKP-4 y MKP-x, 

presentan ent re el dom inio am ino term inal y el carboxilo term inal un interdom inio 

conservado ent re los m iembros del grupo (Figura 4) . 
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Figura 4 . Dom inios est ructura les de las MKPs hum ana y sit ios de fosfor ilación.  Arr iba :  La 
MKP-1 hum ana t iene un dom inio DEF (Docking site for ERK)  o m ot ivo FxFP que se encuent ra ent re los 
residuos 339-342, rodeado de 4 sit ios consenso de fosfor ilación por ERK (S296, S323, S359, y S364 
(círculos negros) .  Tam bién se m uestran los dom inios MKB (MAP Kinase Binding dom ain)  y el dom inio 
catalít ico DSP (Dual Specificity Phosphatase)  (Lin y Yang, 2006) .   Abajo :  La MKP-3 humana presenta 
un dom inio MKB entre los am inoácidos 64 y 74 y un dom inio NES (Nuclear Export  Sequence)  ent re los 
am inoácidos 164 y 175.  Las MKPs citoplasm át icas conservan un interdom inio ent re los dom inios 
am ino y carboxiterm inal (en MKP-3, ent re los am inoácidos 134 y 206) .  El sit io catalít ico se encuent ra 
en el ext remo carboxilo term inal ent re los am inoácidos 293 y 299, de estos nueve residuos, la 
cisteína resulta esencial para la catálisis.  En el esquema se indican los sit ios de fosfor ilación:  la S174 
(círculo blanco)  involucrado en la degradación de MKP-3 inducida por PDGF (Jurek y col., 2009) ,   los 
residuos S159 y S197 (círculos gr ises)  involucrados en la degradación de MKP-3 inducida por suero 
(Marchet t i y col., 2005)  y el residuo T92 (círculo negro)  corresponde a un sit io de fosfor ilación por 
PKA de alto score.   
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I .4 .3 .b.  Regulación t ranscr ipcional y post - t raduccional de l as MKPs 

Una de las característ icas de las MKPs nucleares es su rápida inducción 

t ranscripcional por factores de crecim iento o dist intos t ipos de est rés.  Por ejemplo, la 

expresión de la fosfatasa MKP-1 está regulada por múlt iples est ímulos, tales como EGF 

(Ryser y col., 2002) , ácido araquidónico (Metzler y col., 1998) , est rés (Li y col., 

1999) , glucagon (Schliess y col., 2000) , glucocort icoides (Clark AR., 2003)  y LH (Brion 

y col., 2011) , ent re ot ros.  La fosfatasa PAC-1 es inducida por m itógenos en células B 

y T humanas (Rohan y col., 1993) .  La expresión de MKP-2 es incrementada por 

diversos est ímulos comos factores de crecim iento (Misra-Press y col., 1995) , ácido 

ret inoico (Palm -Leis y col., 2004) , est rés oxidat ivo (Wang y col., 2007) , senescencia  

(Torres y col., 2003)  y GnRH (Gonadot ropin releasing horm one)   (Zhang y col., 2001) .  

Nuest ro grupo ha demost rado recientem ente que la act ivación del RLH conduce a la 

inducción de MKP-2 en células de Leydig (Gómez y col., 2013) . 

Dependiendo del t ipo celular, el m ecanismo de inducción de las MKPs involucra 

la act ividad de varias quinasas, ent re las que podem os m encionar a PKA y las MAPKs.  

Esto se condice con la presencia de sit ios CRE (cAMP response elem ents)  y sit ios AP-1 

(Act ivator Protein 1)  en los prom otores de los genes de las MKPs.  En nuest ro 

laboratorio se ha demost rado la part icipación de PKA en la inducción de MKP-1 por 

ACTH en células adrenocort icales (Bey y col., 2003)  y en células de Leydig MA-10 por 

acción de la hormona hCG (gonadot rofina coriónica humana, hormona que se une al 

receptor de LH)  (Brion y col., 2011) .   En células adrenocort icales, la preincubación con 

un inhibidor de PKA bloquea sólo parcialmente el incremento en los niveles del ARNm  

de MKP-1 alcanzados por ACTH.  Este resultado, sumado a que ACTH dispara la 

act ivación tanto de PKA com o de PKC,  sugiere que PKC t iene un rol en la inducción de 

MKP-1 por ACTH.  En células de Leydig, en cam bio, la est im ulación con hCG o con su 

segundo mensajero (AMPc)  produce efectos cuant itat ivam ente sim ilares sobre la 

inducción de MKP-1, lo que implica que eventos independientes de PKA t ienen poco 

efecto sobre la inducción de la fosfatasa.  Por ot ro lado, se ha dem ost rado que la 

act ivación de Raf también part icipa en la inducción de MKP-1.  Por ejemplo, en 

fibroblastos de ratón, la act ivación de Raf-1 prom ueve tanto la act ivación de ERK1/ 2 

com o la inducción de MKP-1 y MKP-2.  Más aún, la presencia del com puesto PD98059, 

un inhibidor de MEK1/ 2, dism inuye notablemente los niveles de estas fosfatasas 

demost rando la part icipación de ERK1/ 2 en este proceso (Brondello y col., 1997) . 

En cuanto a las MKPs citoplasmát icas un ejemplo lo const ituye la isoform a 

MKP-3, una enzim a que se expresa const itut ivam ente en algunos t ipos celulares y en 

ot ros es inducible por factores de crecim iento tales como el FGF y el factor de 

crecim iento nervioso (Nerve Growth Factor ;  NGF)  (Cam ps y col., 1998) .  Existen 
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ejemplos que muest ran una regulación recíproca ent re ERK1/ 2 y MKP-3. La 

fosforilación y la act ivación de ERK1/ 2 se produce norm alm ente a t ravés de la 

est im ulación de la cascada Ras/ Raf/ MEK1/ 2.  MEK1/ 2 es altamente específica para la 

fosforilación y la act ivación de ERK1/ 2.  La m agnitud y la duración de la act iv idad de 

ERK son determ inadas por la act ividad de la quinasa que la fosforila, MEK1/ 2, y las 

fosfatasas que la desfosforilan.  Los niveles de MKP-3 están regulados, al m enos en 

una serie de sistem as analizados, por ERK1/ 2 ya que éstas pueden aum entar los 

niveles del ARNm de MKP-3.  Por ejemplo, en fibroblastos se ha demost rado que la 

est im ulación con FGF produce la act ivación t rancripcional del gen DUSP6/ MKP-3 

m ediante un m ecanism o dependiente de la act ividad de ERK (Ekerot  y col.,  2008) .  

I ncluso se ha dem ost rado que la vía MEK/ ERK está involucrada en el aum ento de la 

estabilidad del ARNm bajo condiciones de hipoxia (Berm údez y col., 2011) .  Por ot ro 

lado, los niveles de la proteína MKP-3 también pueden ser modificados mediante 

mecanismos dependientes de ERK.  Por ejemplo, en hepatocitos la est imulación con 

insulina promueve la degradación de MKP-3 via ERK (Feng y col., 2012) .  Por lo tanto 

los niveles de proteína MKP-3 están determ inados, al menos en parte, por el balance 

ent re dos efectos cont rapuestos y dependientes de ERK:  aumento de los niveles del 

ARNm y dism inución de los niveles de la proteína (Figura 5) . 
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Figura 5 .  Regulación recíproca ent re ER1 / 2  y MKP- 3 .  La act ivación de la cascada 

Ras/ Raf/ MEK1/ 2 lleva a la fosfor ilación y act ivación de ERK1/ 2. La act ivación de ERK1/ 2 promueve la 

expresión génica de MKP-3 con el consiguiente incremento de la proteína. MKP-3 inact iva a ERK1/ 2 

m ientras que estas quinasas prom ueven la fosfor ilación y degradación de MKP-3.   
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Dent ro de las MKPs, existen diferencias ent re las isoformas 1, 2 y 3 en lo que 

respecta a la cinét ica de inducción.  Mient ras que MKP-1 se induce rápidamente, la 

inducción de MKP-2 y MKP-3 es m ás lenta.  Se postula que la diferente cinét ica de 

inducción de las fosfatasas nucleares MKP-1 y MKP-2 está relacionada con el cont rol 

de la act ividad de las MAPKs pero desde diferentes aspectos.  Por un lado MKP-1 

regularía la magnitud de la act ivación de las MAPKs, m ient ras que MKP-2, de 

expresión más tardía, regularía la duración de la act ividad de estas quinasas 

(Roberson y col., 2005) . Por ot ra parte, dado que MKP-1 y MKP-2 regulan la act ividad 

de ERK en el núcleo, m ient ras que MKP-3 lo hace en el citoplasma, la regulación de 

estas t res enzimas resulta clave para ejercer un cont rol temporal y espacial est r icto de 

ERK1/ 2.  

Está documentado que algunos m iem bros de la fam ilia de las MKPs también se 

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

demost rado que la fosforilación de MKP-1 por ERK1/ 2 en los sit ios S359 y S364 reduce 

el grado de ubiquit inación de MKP-1 promoviendo de esta forma su estabilización 

(Brondello y col., 1999) .  En cont raposición a esto, existe un t rabajo que dem uest ra 

que la act ivación de ERK1/ 2 induce la degradación de MKP-1, más aún, la inhibición de 

ERK1/ 2, dism inuye notablem ente la ubiquit inación de esta fosfatasa y su degradación 

por el proteosoma (Choi y col., 2006) .  Estas discrepancias se pueden explicar por los 

hallazgos del grupo de Lin y Yang obtenidos en una línea celular hum ana.  Este grupo 

dem ost ró que la fosforilación por ERK en los sit ios S296 y S323 promueve la 

degradación de MKP-1 (Figura 4)  (Lin y Yang, 2006) .  En células de Leydig, hCG 

promueve la fosforilación de MKP-1 en S359 y S364 increm entando su estabilidad 

(Brion y col, 2011) , aunque resultados prelim inares sugieren que la est imulación 

también promueve la fosforilación en los sit ios de inestabilidad, es decir en S296 y 

S323.  Por ot ro lado, en células de Leydig la est im ulación con hCG o AMPc tam bién 

estabiliza la proteína MKP-2.  Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre con MKP-1, 

esta m odificación no depende de ERK1/ 2 (Góm ez y col, 2013) .  Actualmente estamos 

analizando si hCG/ AMPc promueve la estabilización de MKP-2 a t ravés de la 

fosforilación en una serina localizada en el dom inio NLS1 y en el contexto de un sit io 

de fosforilación por PKA de alto score.   También se ha descripto la regulación de MKP-

3 por modificación covalente.  Por ejemplo, en fibroblastos de hámster la est imulación 

con suero induce la fosforilación de MKP-3 y su posterior degradación por el 

proteosom a de m anera dependiente de MEK1/ 2-ERK1/ 2 (Marchet t i y col.,  2005) . 

De estos t rabajos podem os concluir  que uno de los mecanismos de regulación 

post - t raduccional de las MKPs es la fosforilación, en part icular por acción de ERK1/ 2.  
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Sin embargo, los efectos de esta modificación son variables, ya que dependen del 

residuo fosforilado, del est ímulo que promueve esta modificación y del t ipo celular.  

Es importante mencionar que las MKPs presentan sit ios consenso para 

diferentes modificaciones covalentes en sit ios conservados.  Sin embargo hasta el 

presente se ha docum entado la ocurrencia in vivo sólo de la fosforilación y la 

acet ilación (Bout ros y col., 2008) .  Se demost ró que la est imulación de macrófagos 

con lipopolisacáridos (LPS)  lleva a la acet ilación de MKP-1 en una lisina ubicada en el 

dom inio de anclaje a MAPKs (K57) .  La acet ilación en este residuo increm enta 

notablemente la afinidad de MKP-1 por su sust rato p38 y esto conduce a una 

dism inución en los niveles de p38 act ivada (Cao y col., 2008) . No obstante no se ha 

analizado si la acet ilación de MKP-1, o MKPs en general, se asocia con un cambio en la 

estabilidad de la proteína  

 

I .4 .3 .c.  Mecanism o de acción 

Se han propuesto varios m odelos que explican el mecanismo por el cual las 

MKPs ejercen su función de una m anera espacio- temporal concertada.  En el caso de 

las isoform as nucleares, como MKP-1 y MKP-2, se propone que cuando las fosfatasas 

se inducen y t ranslocan al núcleo, su nivel en ese compart imento aumenta y se inicia 

una com petencia con los sust ratos de las MAPKs:  las fosfatasas y los sust ratos 

compiten por la unión a la quinasa.  Este evento serviría para atenuar la t ranscripción 

de genes dependiente de MAPK de dos formas:  pr imero, impidiendo la unión de las 

MAPK a sus sust ratos e interfir iendo con la act ivación de éstos;  segundo, por 

desfosforilación e inact ivación de la MAPK.  También las MKPs pueden unirse a MAPKs 

inact ivas, y bloquear de esta forma cualquier posibilidad de act ivación posterior de la 

quinasa por un nuevo est ím ulo. 

Para las isoformas citoplasmát icas como MKP-3 se propone que la interacción 

con su sust rato no sólo cont r ibuye a la desfosforilación del m ismo sino que también 

cont r ibuye a la re- localización del m ismo en el citoplasma.  La interacción ent re MKP-3 

y ERK evita la t ranslocación de ERK al núcleo y consecuentemente la fosforilación de 

sus sust ratos nucleares (Karlsson y col.,  2004) .   

Por lo tanto, las MKPs regulan los procesos en los que part icipan las MAPKs no 

sólo por la inact ivación directa de estas quinasas sino tam bién por unión a ellas, 

impidiendo la interacción con ot ros reguladores y/ o sust ratos o secuest rándolas en 

determ inados compart imentos celulares.  Este m ecanism o de inhibición de las MAPKs 

explicaría la existencia de las MKPs de la fam ilia STYX.  Estas MKPs son enzimas que 
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cont ienen una mutación puntual en el dom inio DSP que las hace catalit ícamente 

inact ivas (Wishart  y Dixon, 1998)  pero m ant ienen el dom inio N- term inal donde se 

encuent ra el sit io de anclaje a MAPKs.  Por lo tanto estas fosfatasas podrían regular 

tam bién la act ividad de las MAPKs por com petencia con los sust ratos de éstas. 

 

I .4 .3 .d. La par t icipación de MKPs en e l cont rol de la  act iv idad celular   

Las MKPs cont r ibuyen a la regulación de procesos biológicos tan diversos como 

la proliferación celular,  el desarrollo, la apoptosis, la diferenciación y la inflamación.  

En síntesis, todo proceso regulado por MAPKs es suscept ible a la modulación por 

MKPs.  Este hecho ha favorecido un incremento significat ivo del estudio de estas 

enzimas en los últ imos años. 

Por ejemplo, dado el rol relevante de las MAPKs en la proliferación celular -y 

consecuentem ente en la t ransformación m aligna-  es esperable la cont ra regulación por 

MKPs.  En este contexto, MKP-3 es considerada como proteína ant itumoral por su 

capacidad de desfosforilar específicam ente a ERK1/ 2 (Zeliadt  y col., 2008) .  Por ot ro 

lado la expresión de MKP-1 está aum entada en varios t ipos de tum ores hum anos y se 

demost ró que su sobreexpresión protege a estas células de la apoptosis m ediada por 

dist intos agentes ant itum orales como el cisplat ino (Sanchez-Perez y col., 2000) , por 

inhibidores del proteosoma (Sm all y col., 2004)  y por radiación UV (Franklin y col., 

1998) .   En células normales, también se observó el rol ant iapoptót ico de MKP-1 

principalm ente por su capacidad de inact ivar las MAPKs p38 y JNK.  Sin em bargo, 

tam bién se ha observado que esta fosfatasa puede inact ivar ot ro m iembro de la 

fam ilia de MAPKs, ERK1/ 2, y esto resulta en la inhibición del ciclo celular.  Estudios 

realizados ut ilizando fibroblastos provenientes de ratones knock out  para el gen de 

MKP-1 m ost raron una dism inución de la velocidad de proliferación debida a un 

aumento de la muerte celular (Wu y col., 2005) .  Estudios recientes han subrayado la 

importancia de MKP-1, MKP-5 y PAC-1 en la regulación de la inflamación durante la 

respuesta inm une innata.  En m acrófagos, la interacción de los receptores TLR (Toll-

like receptor)  con LPS en la m em brana celular desencadena una respuesta 

inflamatoria que involucra la act ivación de dos vías int racelulares, la vía de NFB 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 m ost raron ser m ás suscept ibles a las infecciones con 

LPS que los ratones wild type (Chi y col., 2006) .   Más aún, m acrófagos derivados de 

estos animales most raron aumento en las act ividades de p38 y JNK y, com o 
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consecuencia, niveles m uy elevados de citoquinas proinflamator ias en respuesta a LPS  

(Zhao y col., 2005) .  

La fosfatasa MKP-3 ha sido caracterizada por su alta especificidad por ERK1/ 2 

(Zhao y Zhang, 2001) .  MKP-3 desfosforila ERK1/ 2 por interacción proteína-proteína a 

t ravés del dom inio de unión N- term inal de ERK1/ 2. (Nichols y col, 2000) .  El aum ento 

en los niveles basales de ERK1/ 2 fosforilada en corazón de ratones deficientes en 

MKP-3 afianza el concepto de la especificidad de MKP-3 por ERK1/ 2 (Maillet  y col, 

2008) . 

Se ha propuesto que las MKPs tam bién pueden modificar la act iv idad celular 

mediante una acción sobre sust ratos que no son MAPKs (Bout ros y col., 2008) .   

Recientemente se ha demost rado que MKP-3 interactúa con el factor de t ranscripción 

FOXO1 (Forkhead box protein O1)  en el citoplasma, promoviendo su desfosforilación y 

su t ranslocación al núcleo, con la subsecuente act ivación de genes claves en la 

gluconeogénesis (Jiao y col., 2012;  Wu y col., 2010) .  Este novedoso mecanismo 

resulta de sumo interés ya que FOXO1 part icipa en la regulación no sólo de genes 

relacionados con el metabolismo sino también con num erosos genes relacionados con 

un amplio abanico de procesos celulares.  En part icular, FOXO1 part icipa en el cont rol 

del arresto del ciclo celular, a t ravés de la inducción de un inhibidor del ciclo celular:  

p21 (Roy y col., 2010) .   Más aún, FOXO1 regula negat ivamente la proliferación de 

células de la granulosa del ovario y su diferenciación inducida por FSH (Park y col 

2005) .  En células gonadot rofas, FOXO1 inhibe la t ranscripción de LH inducida por Gn-

RH (Arriola y col., 2012) .  

  23 



I nt roducción 

I I . LA CÉLULA DE LEYDI G BAJO EL CONTROL DE LA HORMONA TRÓFI CA COMO 

MODELO PARA EL ESTUDI O DE MKPs 

I I .1 . Síntesis de esteroides y te j idos esteroidogén icos 

El colesterol es el precursor común de un gran núm ero de horm onas 

esteroideas sintet izadas en diferentes tej idos, como corteza adrenal, ovario, test ículo, 

placenta e incluso el tej ido nervioso.  Estas hormonas t ienen diferentes acciones 

biológicas y de acuerdo a ellas se clasif ican como progestágenos, cort icoides (gluco y 

m ineralocort icoides) , andrógenos y est rógenos.  Estas horm onas regulan el 

metabolismo de glúcidos (glucocort icoides) , balance hidrosalino (m ineralocort icoides) , 

la diferenciación sexual, el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios 

(andrógenos, est rógenos) , la im plantación y la em briogénesis (progestágenos) .  La 

esteroidogénesis es un proceso altamente regulado, lo que garant iza un nivel 

apropiado de los diferentes esteroides en el m om ento adecuado.  Esto cont r ibuye al 

funcionam iento arm ónico del organism o. 

 

I I .1 .1 . Biosíntesis de horm onas esteroideas  

La síntesis de esteroides depende de la disponibilidad de colesterol, el cual 

debe ser rápidamente t ransportado hacia la m itocondria, donde se inicia este proceso.  

El colesterol de los depósitos int racelulares puede provenir de la sangre t ransportado 

por las lipoproteínas de alta densidad (HDL)  o de baja densidad (LDL) , y en m enor 

proporción, de la síntesis celular de novo a part ir  de acetato.  El colesterol obtenido es 

alm acenado, com o colesterol esterificado con ácidos grasos, en form a de gotas 

lipídicas int racelulares. 

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 (Dorfm an 

y col 1957)  (Figura 6) .  Esta reacción, que com prende dos hidroxilaciones y la escisión 

de la cadena lateral del colesterol, es catalizada por un complejo enzimát ico localizado 

en la membrana m itocondrial interna denom inado complejo de escisión de la cadena 

lateral del colesterol (citocromo P450 Side Chain Cleavage o P450scc)  (Sim pson y col., 

1966;  Lam beth y col., 1987) . 

La P5 formada es la precursora en la síntesis de todas las hormonas 

esteroideas, la cual ocurre en las m itocondrias y en el ret ículo endoplasm át ico, 

requir iéndose para ello la acción sucesiva de hidroxilasas y deshidrogenasas, y en 

ciertos pasos, una isomerasa y una liasa.  
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A part ir  de P5 se sintet iza 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 ret ículo endoplasmát ico.  También se ha encontrado 

act ividad de esta enzima en m itocondrias (Sulim ovici y col., 1973;  Van der Vusse y 

col., 1974) , que const ituye un 15–40%  de la act ividad 3β-HSD celular total. 

Dist intos tej idos secretan dist intos t ipos de esteroides.  Este hecho radica en la 

expresión t isular diferencial de varias enzim as que convierten P5 en las diversas 

hormonas esteroideas.  Por ejemplo, la conversión de P5 y P4 en gluco y 

m ineralocort icoides requiere la hidroxilación en posición 21, lo cual ocurre en la 

corteza adrenal.  En tej idos con baja o nula expresión de la enzima 21 hidroxilasa no 

se sintet izan esos esteroides pero, en cam bio, estos tej idos son capaces de producir 

ot ros esteroides.  

Los esteroides mayoritar ios sintet izados en las gónadas son los andrógenos 

androstenediona y testosterona, y los est rógenos est radiol y est rona.  Los andrógenos 

son producidos por el test ículo m ayoritar iam ente y cont ienen 19 átom os de carbono, 

m ient ras que los est rógenos, producidos por el ovario, cont ienen 18 C.  Éstos se 

sintet izan a part ir  de los prim eros por pérdida del grupo met ilo angular C-19 y la 

formación de un anillo aromát ico, reacción que realiza la enzim a aromatasa.  Los 

andrógenos androstenediona y testosterona son t ransform ados a los est rógenos 

est rona y est radiol respect ivamente.  La testosterona, que se produce en las células 

de Leydig, es t ransform ada a dihidrotestosterona en sus células blanco.  En la figura 6 

se esquemat izan las reacciones que part icipan en la síntesis específicamente de 

testosterona, dado la vinculación de este t rabajo con la esteroidogénesis en células de 

Leydig. 

Dos modelos experimentales de amplio uso para el estudio de la regulación de 

la esteroidogénesis son las células de Leydig de la línea MA-10 y las células 

adrenocort icales de la línea Y1.  Estas células no t ienen la maquinaria enzimát ica 

completa para producir los esteroides de las correspondientes células progenitoras 

norm ales, es decir testosterona y cort isol (o cort icosterona en roedores) , en cambio 

ambas producen P4 como esteroide mayoritar io.  
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Figura 6 . Esquem a de la biosíntesis de horm onas est eroideas. Referencias:  P450scc:  com plejo 

de escisión de la cadena lateral del colesterol;  3β-HSD:  3β-hidroxiesteroide deshidrogenasa;  P450c17:  

17-hidroxilasa/ 17,20- liasa;  17β-HSD:  17β-hidroxi-esteroide deshidrogenasa. 

 

I I .1 .2 . La célula  de Leydig  y síntesis de andrógen os 

El test ículo produce principalmente andrógenos.  Este es un órgano 

encapsulado que se encuent ra ubicado en el saco escrotal y está com puesto por una 

serie de túbulos separados por una t rama de tej ido interst icial.  Histológicam ente, el 

túbulo sem inífero está const ituido por diferentes t ipos celulares:  las células 

germ inales, que  darán origen a los espermatozoides, y las células de Sertoli que 

brindan soporte m etabólico y est ructural (Fawcet t  DW., 1975)   (Figura 7) .  El espacio 

ent re los túbulos adyacentes está ocupado por el tej ido interst icial.  Las células de 

Leydig const ituyen el t ipo celular más específico de este espacio.  La función principal 

de estas células es la de sintet izar y secretar andrógenos, que regulan la 

esperm atogénesis y adem ás, desarrollan y m ant ienen todo el t racto genital m asculino 

y las característ icas sexuales externas (Mooradian y col, 1987) . 

El mantenim iento de la función test icular norm al depende de la secreción 

hipotalám ica pulsát il de hormona liberadora de gonadot ropinas (GnRH)  que, a su vez, 
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act iva la secreción tam bién pulsát il de las horm onas hipofisarias folículo est im ulante 

(FSH)  y luteinizante (LH) , llamadas comúnmente gonadot ropinas.  Ambas 

gonadrot rofinas actúan sobre el test ículo iniciando la espermatogénesis (FSH)  y la 

producción de testosterona (LH) . 
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Figura 7 : Test ículo de m am ífero. Partes del test ículo de mamífero ( izquierda) .  Detalle de la 

organización celular del túbulo sem inífero (derecha) . 

 

I I .2 . Horm onas esteroidogénicas y su m ecanism o de a cción  

I I .2 .1 . Horm onas esteroidogénicas  

Las horm onas esteroidogénicas prom ueven la síntesis y liberación de esteroides 

en sus células blanco.  Las células de la adenohipófisis producen las hormonas LH y 

FSH, glicoproteínas con peso molecular aproximado de 32 kDa const ituidas por una 

subunidad común a ambas, y una subunidad característ ica de cada una (Pierce y 

col., 1981) .   Esta est ructura es com part ida tam bién con las horm onas t irot rofina 

hipofisaria (TSH)  y gonadot rofina coriónica (CG)  de origen placentario.  La especificad 

de estas horm onas está determ inada por la subunidad Esta subunidad es 

reconocida por el receptor pero, para eso, debe estar unida no covalentem ente a la 

subunidad LH est imula la producción de testosterona en las células de Leydig y la 

producción de progesterona por el cuerpo lúteo.  La producción de est rógenos en el 

ovario está sostenida por FSH.  Ot ra hormona de origen hipofisario es la ACTH, que 

regula la producción de glucocort icoides en la corteza adrenal.  La producción de 
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mineralocort icoides en la corteza adrenal está bajo el cont rol de angiotensina I I ,  K+  y 

ACTH.  La hormona CG est imula la síntesis de progesterona por el cuerpo lúteo y por 

la placenta durante el embarazo. 

Es im portante destacar, en el contexto de este t rabajo, que la hormona CG es 

reconocida por el receptor de LH desencadenando la m isma respuesta fisiológica y a 

t ravés de los m ism os m ecanism os de t ransducción de señales.  Estas característ icas 

perm iten el uso indist into de estas hormonas en los estudios experimentales que 

involucran dichas hormonas.  Adem ás, por razones práct icas que t ienen que ver con la 

obtención de CG, norm alm ente se usa la isoform a hum ana (hCG) . 

 

I I .2 .2 . La act ivación del receptor  del LH y las qui nasas involucradas 

Las horm onas LH/ CG se unen a sus receptores específicos de la membrana 

celular.  Estos pertenecen al t ipo 7TMS y presentan el ext remo am ino en el espacio 

ext racelular y el ext remo carboxilo en el espacio citoplasm át ico (Lefkowitz RJ, 1993).   

La unión de LH a su receptor (RLH)  produce la act ivación de la adenilil ciclasa, 

sistema efector act ivado por una subunidad est im ulator ia de la proteína G (Gs) .  

Producto de esta act ivación es el aum ento en los niveles int racelulares de AMPc, 

segundo mensajero que conduce a la act ivación de PKA (Cooke y col. 1976, Podesta y 

col. 1976, Podesta y col. 1978) .   Este sistema es quizás el m ás caracterizado dent ro 

del mecanismo de señalización de LH. 

Actualmente se sabe que un ligando puede disparar más de un mecanismo de 

t ransducción de señales.  Cada uno de estos mecanismos estaría involucrado en la 

regulación de act ividades celulares específicas, de m anera que esta diversidad de 

señales perm ite un cont rol m ás fino de las funciones celulares.  Com o se verá 

seguidamente, la act ivación del RLH conduce a la act ivación de diferentes quinasas.  

El RLH fue uno de los primeros receptores asociados a proteínas G descripto 

como capaz de act ivar independientemente dos cam inos de señalización.  Aunque está 

bien caracterizado que la act ivación del RLH prom ueve la act ivación de Gs y la 

concom itante act ivación de la adenilil ciclasa, no existe consenso en cuanto a la 

ident idad de la proteína G que media la act ivación de la fosfolipasa C (PLC)  y la 

acum ulación de fosfoinosít idos.  A pesar de estas discrepancias se conoce que la 

act ivación del RLH produce la act ivación de PKC (Stocco y col. 2005, Ascoli y col. 

2002) . 
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El RLH tam bién induce un aum ento en los niveles de Ca2+  citoplasm át ico.  En 

células de Leydig de la línea MA-10, este aumento de Ca2+  modularía la act ividad de la 

CaMK, cuya act ividad es necesaria para eventos t ranscripcionales relacionados con la 

act ivación de la esteroidogénesis (Abdou y col., 2013) . 

La hormona ACTH provoca la act ivación de un cam ino de señalización sim ilar al 

disparado por LH.  ACTH no sólo act iva PKA sino que también PKC.   En células 

adrenocort icales bovinas, ACTH produce un aum ento de la act ividad de PKC de 

manera dependiente del t iempo y la dosis de exposición (Vilgrain y col., 1984) .  Se ha 

demost rado que la est imulación con ACTH de las células adrenocort icales de la línea 

Y1 produce un cambio en la expresión de alrededor de m il genes, los cuales son 

regulados por PKA y por PKC  (Schim m er y col., 2006) .  En general, los genes cuya 

expresión se ve aum entada son genes relacionados con la esteroidogénesis y el 

metabolism o, m ient ras que aquellos cuya expresión dism inuye son genes referidos a 

la proliferación celular (Schimmer y col., 2006) .  

Ot ra quinasa que se act iva en respuesta al est ímulo con LH/ CG es AKT.  Tai y 

colaboradores demost raron que la act ivación del RLH inhibe la apoptosis en cult ivos 

primarios de células de Leydig de ratas inmaduras  (Tai y col.,  2009) ,  aunque el 

mecanismo detallado de la act ivación de esta quinasa en células de Leydig aún no está 

totalmente dilucidado.  

Como ocurre en células de Leydig, en células de la teca del ovar io la act ivación 

del RLH m odula la producción de andrógenos a t ravés de la vía de PKA y de la 

act ivación de AKT (Fukuda y col., 2009) .  

Shiraishi y Ascoli han demost rado que, en células de Leydig de la línea MA-10,  

la act ivación de RLH lleva a la fosfor ilación de Shc (un adaptador que une y fosfor ila 

residuos t irosina en receptores de factores de t ranscripción)  y a la formación del 

com plejo Shc-Sos.  Se ha visto que una m utante negat iva para Shc inhibe la 

act ivación de Ras mediada por RLH y la consecuente fosforilación de ERK1/ 2.  Además 

han dem ost rado que el receptor para EGF, presente en esta línea celular, es 

fosforilado luego de la act ivación de RLH.  La quinasa Src sería responsable de la 

fosforilación de EGFR y Shc mediada por RLH, form ando el com plejo Shc-Sos.  Este 

complejo sería el intermediar io para la act ivación de Ras y, finalmente, la fosforilación 

de ERK1/ 2 (Shiraishi y Ascoli,  2006) . 

Ot ro evento asociado a la act ivación del RLH es la liberación de especies 

react ivas del oxígeno (EROS) , que se originan por un cam ino de señalización 

dependiente de AMPc e involucra a la m itocondria como fuente de EROS.  El aumento 
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de EROS provoca luego la act ivación de Ras, conduciendo así a la act ivación de 

ERK1/ 2 (Tai y Ascoli,  2011) . 

 

I I .3 . Acción biológica de LH en células de Leydig 

I I .3 .1 . Acción de LH sobre la  proliferación celular  y apoptosis  

Como ya hemos mencionado, la act ivación de un receptor puede act ivar varias 

vías de t ransducción de señales.  En células de Leydig, la fosforilación de proteínas 

regulatorias a part ir  de la act ivación del RLH desencadena un incremento de la síntesis 

de esteroides, siendo la respuesta celular m ás notoria.  Sin em bargo, el RLH genera 

ot ras respuestas como la proliferación celular y la apoptosis. 

LH es una horm ona t rófica, por lo tanto se ent iende que LH cont rola la 

población de células test iculares.  Hace m uchos años se observó que, en ratas adultas 

t ratadas en forma crónica con hCG, el volum en test icular se increm enta.  Un estudio 

morfométr ico demost ró que esto se debe al aum ento en el núm ero de células m ás que 

al aumento de tamaño de las m ismas (Christensen y Peacock, 1980) .  Posteriormete 

se demost ró que existen dos etapas proliferat ivas diferentes de las células de Leydig, 

en cuanto a la dependencia con la horm ona LH.  La proliferación durante el desarrollo 

fetal es independiente de LH, en tanto que la proliferación y diferenciación en células 

de Leydig post -natales es dependiente de esta hormona (Baker y O'Shaughnessy, 

2001) .   En la rata la proliferación se incrementa notablemente (16 veces)  en las 

prim eras sem anas de vida (ent re el día 5  y el día 20)  m ient ras que en la vida adulta 

aún cont inúa aunque en m enor grado (Baker y O'Shaughnessy, 2001) .  

Estudios m ás recientes han explorado el papel de LH sobre la proliferación de 

células de Leydig y su relación con las vía de las MAPKs.  Se ha reportado que ratones 

cuyas células de Leydig carecen de MEK1/ 2 no muest ran deficiencias en el desarrollo 

sexual prenatal, pero en la adultez presentan hipoplasia de células de Leydig, 

hipogonadismo y pérdida de la fert ilidad (Yam ashita y col., 2011) . 

Existe gran cant idad de evidencia que implica al RLH como regulador de la 

cascada de señales m itogénicas en células de Leydig.  La act ivación de ERK1/ 2 

desencadenada por LH es un evento fundamental para la est imulación de la síntesis de 

esteroides, sin embargo esta vía está también implicada en la proliferación de dichas 

células (Shiraishi y Ascoli,  2007) .  Tai y colaboradores han dem ost rado que la 

act ivación del RLH inhibe la apoptosis en células de Leydig de rata y que este efecto es 

mediado por la act ividad de ERK (Tai y col., 2009) .   Por lo tanto, la hormona LH 
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regularía la sobrevida de este t ipo celular, ejerciendo un efecto sobre la proliferación y 

modulando los niveles de apoptosis. 

Previam ente m encionam os que la act ivación de AKT se vincula con la 

regulación de la proliferación celular y el metabolismo.  En línea con ese concepto, ha 

sido demost rado un rápido incremento en la fosforilación de AKT en cult ivos prim arios 

de células de Leydig de rata inmadura est imuladas con hCG (Tai y col., 2009) .  Se 

postula que los efectos est imulatorios de LH sobre la población de células de Leydig 

adulta se deben a un aum ento de la proliferación m ediada por la act ivación de ERK1/ 2 

y de AKT, y a una dism inución de la apoptosis que es sólo dependiente de ERK1/ 2  

(Tai y col., 2009) . 

 

I I .3 .2 . Acción de LH sobre la  esteroidogénesis  

La est imulación del RLH provoca un aumento notable de la producción de 

esteroides a los pocos m inutos del est ímulo.  Durante m uchos años se ha propuesto 

que las acciones de las hormonas esteroidogénicas sobre la producción de esteroides 

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

aguda, sobre la cual nos refer irem os a cont inuación, se ext iende durante m inutos 

luego de iniciado el est ímulo.  La regulación crónica ocurre en un período más 

extenso, del orden de horas.  Los efectos crónicos de LH incluyen el incremento de la 

t ranscripción de genes que codifican enzim as involucradas en la síntesis de esteroides 

(Sim pson y col., 1990) ,  manteniendo así la capacidad esteroidogénica celular.  En 

cont raste con lo que ocurre en la fase crónica, en la fase aguda el nivel de enzimas 

esteroidogénicas permanece constante (Koritz y Kum ar, 1970) . 

A diferencia de las hormonas proteicas (que son almacenadas en vesículas 

secretorias) , las hormonas esteroideas no se almacenan en cant idades apreciables 

dent ro de las células.  Es por ello que una respuesta esteroidogénica rápida o aguda 

requiere la síntesis de novo de esteroides.  Los efectos agudos de la hormona LH se 

at r ibuyen principalm ente a la fosforilación, dependiente de PKA, de proteínas 

regulatorias que afectan el t ransporte de colesterol a la membrana m itocondrial 

interna.  En la biosíntesis de esteroides, la reacción que t ranscurre más lentamente es 

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

com plejo enzim át ico P450scc (Karaboyas y Koritz, 1965) .  Sin embargo, el efecto 

esteroidogénico agudo no está lim itado por el mecanismo catalít ico en sí, sino por el 

acceso de colesterol al sit io act ivo del com plejo P450scc.  Más específicamente, el 

paso lim itante y hormonalmente regulado de la esteroidogénesis es el t ransporte de 
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colesterol desde la membrana m itocondrial externa a la interna (Jefcoate y col., 1987)  

y éste ocurre en respuesta a la cascada de eventos de fosforilación desencadenada por 

la horm ona en las células blanco respect ivas.  Esto se evidencia por el hecho de que 

los der ivados solubles del colesterol, que at raviesan libremente las mem branas 

m itocondriales, como el 22(R) -OH-colesterol, se metabolizan a pregnenolona en 

ausencia de est ímulo hormonal (Karaboyas y Koritz, 1965, Jefcoate y col., 1987, 

Tuckey RC, 1992)  indicando que el complejo P450scc es completamente act ivo en 

ausencia del est ímulo hormonal y que la disponibilidad de colesterol es el factor 

regulado hormonalmente. 

 

-  Función de la  proteína StAR en la  est im ulación de la  esteroidogénesis 

La conexión ent re la fosforilación de proteínas desencadenada por act ivación 

del RLH  y el aumento de la producción de esteroides dio or igen, en décadas pasadas, 

a una gran cant idad de t rabajos que llevaron a la caracterización de pépt idos o 

proteínas que se fosforilan en respuesta a la est imulación y que t ienen la capacidad de 

modular el t ransporte de colesterol a la mem brana m itocondrial interna.  Actualmente 

está ampliamente caracterizada la proteína que act iva ese proceso, la proteína StAR 

(Steroidogenic acute regulatory protein)  (Clark y col., 1994) .   Esta es una proteína de 

30 kDa capaz de est imular la t ransferencia de colesterol a la m itocondria.  Se sintet iza 

com o un precursor de 37 kDa y, por est im ulación horm onal, se fosforila por acción de 

PKA y experimenta clivaje proteolít ico secuencial para generar la proteína madura de 

30 kDa que se acumula en la mat r iz m itocondrial (Clark y col., 1994;  Artem enko y 

col., 2001;  Clark y Stocco, 1997) .   Mutaciones en el gen que codifica para la proteína 

StAR (STARD1)  causan Hiperplasia Adrenal Lipoide Congénita (Lin y col., 1995;  Bose y 

col. 1996) , una rara y severa patología hum ana.  Los individuos afectados con esta 

patología t ienen una deficiente o nula capacidad de sintet izar todos los esteroides 

adrenales y gonadales.  Este fenot ipo es idént ico al del ratón knock out  de StAR, lo 

que dem uest ra fehacientem ente el rol de la proteína StAR en la esteroidogénesis 

(Caron y col., 1997) . 

 

-  Regulación de la  expresión de StAR 

La expresión de StAR está finam ente regulada horm onalm ente (Stocco y col., 

2001;  Manna y Stocco, 2005) .  En part icular, la horm ona LH prom ueve un incremento 

tanto de los niveles de su ARNm  com o de la síntesis y fosforilación de la proteína 

(Clark y Stocco, 1997;  Clark y col., 1995) . 
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En células de Leydig y adrenocort icales, tanto la est imulación hormonal como 

el t ratam iento con análogos del AMPc incrementan la síntesis de novo de la proteína 

StAR y la producción de esteroides, en una form a dependiente del t iem po y la 

concent ración del est ím ulo.  Dado que diversos t rabajos han dem ost rado que el 

aum ento en los niveles de ARNm  precede al increm ento en los niveles proteicos 

(Manna y Stocco, 2005;  Reinhart  y col., 1999) , se deduce que la t ranscripción del gen 

de StAR es uno de los principales eventos sobre los cuales AMPc/ PKA ejerce su acción 

regulatoria. 

Ciertos factores de crecim iento, com o el EGF y el factor de crecim iento sím il 

insulina 1, pueden est imular la síntesis de esteroides en células de Leydig a t ravés del 

incremento de la expresión de StAR, sin afectar los niveles de AMPc (Cast illa y col., 

2008;  Manna y col., 2006) .  Al respecto, se ha dem ostrado que la vía de PKC podría 

ser relevante en la inducción del gen de StAR y esteroidogénesis por factores de 

crecim iento (Stocco y col., 2005) . 

En num erosos t rabajos se ha abordado el estudio de la regulación 

t ranscripcional de StAR focalizando la atención en una variedad de factores de 

t ranscripción capaces de interactuar con el promotor correspondiente.  Ent re éstos se 

incluyen reguladores posit ivos, tales com o SF-1 (steroidogenic factor 1, NR5A1) , 

CREB/ CREM (cAMP response-elem ent  binding protein/ CRE m odulat ion protein) , SREBP 

(sterol regulatory elem ent  binding protein) , NUR77 (Nerve Growth Factor I nduced b,  

NR4A1) , GATA-4, C/ EBPb (CCAAT/ enhacer binding protein) ,  Sp1 y la fam ilia de AP1 

(act ivator protein 1) , y reguladores negat ivos, como DAX-1 (dosage-sensit ive sex 

reversal-adrenal hipoplasia congenita cr it ical region on the Xchrom osom e)  y YY1 (y ing 

and y ang 1)  (Manna y col., 2003) .  Los factores de t ranscripción m encionados se unen 

a la región proximal del promotor de StAR (250 nucleót idos anteriores al sit io de 

iniciación de la t ranscripción)  y cooperan para cont rolar la expresión de este gen 

(Manna y col., 2003) .  

Las hormonas que regulan la esteroidogénesis regulan la expresión de StAR 

mediante su acción a nivel de la inducción y/ o act ividad de los factores de 

t ranscripción mencionados anteriormente.  Sin embargo, debe mencionarse ot ro 

importante mecanismo regulatorio de la t ranscripción de StAR, el cual involucra la 

acet ilación y met ilación de las histonas unidas al promotor (Hiroi y col., 2004;  Rusovici 

y col., 2005) .  Las modificaciones de las histonas influyen en la compactación de la 

cromat ina, alterándola y perm it iendo, de esta forma, la interacción con diversos 

factores de t ranscripción. 
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Uno de los factores de t ranscripción más ampliamente caracterizado en la 

regulación de StAR es el factor de t ranscripción SF-1.  Este factor  t iene un rol esencial 

en el desarrollo de tej idos esteroidogénicos.  En células de Leydig MA-10 se ha 

demost rado un incremento significat ivo en la asociación del SF-1 al promotor de StAR 

a los 15 m inutos del est ímulo con AMPc.  Pasado este t iempo, esta asociación 

dism inuye notablem ente para ir  aum entando nuevam ente en form a gradual hasta 

alcanzar un máximo a las 2 horas, que se m ant iene luego de 4 horas de est im ulación 

(Hiroi y col., 2004) .  Este pat rón de unión al promotor sugiere que el SF-1 part icipa 

tanto en la iniciación de la t ranscripción como en el mantenim iento de la m isma a 

largo plazo.  Los cambios temporales de asociación de SF-1 al prom otor de StAR son 

el resultado de modificaciones post - t raduccionales, más precisamente fosforilaciones, 

las cuales modulan la asociación de este factor con proteínas (coact ivadores o 

corepresores)  que form an parte de la maquinaria de t ranscripción (Desclozeaux y col., 

2002;  Hammer y col., 1999) .  Se ha determ inado que SF-1 fosforilado es m enos 

suscept ible a la acción de proteasas que en su estado desfosforilado.  Se postula que 

la fosforilación del SF-1 induciría un cambio conformacional en su LBD ( ligand binding 

domain)  que promovería su compactación y evitaría su proteólisis. 

El receptor nuclear  NR4A1 o NUR77 es un factor de t ranscripción que está 

presente en varios tej idos, incluyendo test ículo, ovario, músculo, t imo, glándula 

adrenal y en el sistema nervioso cent ral.  Actualm ente se sabe que es un im portante 

regulador de la expresión génica en células esteroidogénicas, incluyendo células de 

Leydig (Havelock y col., 2005;  Zhang y Mellon, 1997) .  NUR77 es clasificado com o un 

gen de expresión tem prana ya que se induce rápidam ente por m últ iples est ím ulos 

fisiológicos como Ca2+ ,  factores de crecim iento, prostaglandinas, neurot ransm isores, 

horm onas (Stocco y col., 2002;  Roche y col., 1999;  Mart in y Trem blay, 2009;  Mart in y 

col., 2008;  Davis y Lau, 1994) .  La inducción de NUR77 en respuesta a LH/ CG en 

células de Leydig también ha sido demost rada (Song y col., 2001;  I naoka y col., 

2008;  Mart in y Trem blay, 2009) .  El m ecanism o por el cual estas horm onas 

promueven la inducción, como también la act ivación por fosforilación, involucra una 

cascada de señales que en parte son desencadenadas por un aum ento int racelular de 

Ca2+ .   En ese m ecanism o, la quinasa CaMKI I  t iene un papel relevante.  Dado que se 

ha dem ost rado la part icipación de ERK1/ 2 en la inducción de NUR77 en ot ros sistem as 

(Kovalovsky y col.,  2002) ,  no se descarta la part icipación de las MAPKs en la acción de 

LH sobre la expresión de NUR77. 

Como mencionamos previamente, en células de Leydig la est imulación del RLH 

conduce a la act ivación de ERK1/ 2.  Se ha demost rado que el bloqueo de la act ivación 

de ERK1/ 2 promovida por AMPc inhibe la esteroidogénesis y la inducción de StAR en 
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células adrenocort icales Y1 y de Leydig MA-10 (Gyles y col., 2001) .   Se comprobó que 

la act iv idad de ERK es necesaria para la fosforilación del factor de t ranscripción SF-1, 

el cual debe estar fosforilado para prom over la t ranscripción del gen STARD1.  Aunque 

en células de Leydig de la línea MA-10 se demost ró que la cascada de ERK1/ 2 está 

involucrada en la expresión de StAR (Gyles y col., 2001) , la act ividad de estas 

quinasas puede est imular o inhibir  la expresión de StAR según el t ipo de est ím ulo que 

origine su act ivación.  Por ejemplo, la preincubación de las células con un inhibidor de 

ERK1/ 2, UO126, dism inuye la expresión de StAR cuando el est ímulo es PMA (éster de 

forbol, act ivador de PKC) , pero la aum enta cuando el est ímulo es AMPc/ hCG (Manna y 

Stocco, 2007) .  Estos resultados cont radictor ios se at r ibuirían al hecho que la 

act ividad de ERK1/ 2 m odula en dist into grado dos eventos que producen efectos 

opuestos sobre la expresión de StAR:  incrementa tanto la fosforilación y act ividad de 

SF-1 com o la expresión de DAX-1, un factor inhibitor io de la t ranscripción de StAR. 

 

I I .3 .2 .a . Par t icipación de proteína fosfatasas en l a  acción de LH sobre la  

esteroidogénesis   

La act ivación del RLH est imula la producción de esteroides a t ravés de un 

m ecanism o básicam ente m ediado por eventos de fosforilación de proteínas en 

residuos de serina/ t reonina.  Sin embargo las fosfatasas de proteínas, en part icular las 

PTPs y los m iembros de la fam ilia de las MKPs t ienen un rol relevante en este proceso. 

Tanto ACTH com o LH/ hCG regulan la act iv idad y/ o expresión de estas enzim as a 

t ravés de m ecanism os dependientes de PKA y su act ividad juega un papel im portante 

en la acción biológica de estas hormonas   

 

-  La act ivación de PTPs en la  inducción de StAR   

La hormona LH/ hCG produce la act ivación de t irosina fosfatasas o PTPs con la 

consiguiente desfosforilación de proteínas endógenas.  ACTH promueve, vía PKA, la 

act ivación de t res PTP en adrenal de rata y promueve la desfosorilación endógena de 

proteínas (Paz y col., 1999) .  Una de estas proteínas es la paxilina, una proteína del 

citoesqueleto.  La act iv idad de PTPs  en la fracción soluble de zona fasciculata (ZF)  de 

suprarrenal de rata se incrementa por t ratam iento in vivo con ACTH o por la acción de 

un derivado perm eable del AMPc en glándulas aisladas.  Mediante un ensayo para la 

detección de act ividad de t irosina fosfatasas en geles luego del análisis elect roforét ico 

de las proteínas (SDS-PAGE) , se determ inó que este efecto de ACTH/ AMPc involucra la 

act ivación de al m enos dos proteínas, de 80 y 120 kDa (Paz y col., 1999) .  I ncluso en 
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células de Leydig MA-10, la est imulación con LH/ AMPc conduce a la act ivación de PTPs 

de sim ilar peso molecular (Cornejo Maciel y col., 2001) .  Se ident ificó a la fosfatasa de 

80 kDa que se act iva por ACTH com o PTP-1D y se dem ost ró que su act ivación por 

ACTH en ZF ocurre por fosforilación.  Experim entos de co- inm unoprecipitación y 

análisis de los inmunoprecipitados en geles para la detección de t irosina fosfatasas 

sugieren que ACTH promueve la interacción paxilina-PTP-1D.  I nhibidores permeables 

de t irosina fosfatasas bloquean la síntesis de esteroides est imulada por hormona/ AMPc 

(Paz y col., 1999;  Cornejo Maciel y col., 2001)  e interfieren con la inducción hormonal 

de StAR (Paz y col., 2002;  Poderoso y col., 2002) , por lo que se concluye que la 

desfosforilación de proteínas por PTPs act ivadas por hormonas esteroidogénicas es un 

requisito para la inducción de StAR y la esteroidogénesis. 

En síntesis, los antecedentes presentados indican que LH, vía PKA, m odula la 

fosforilación de proteínas en residuos de t irosina.  La desfosforilación de proteínas 

regulatorias en residuos de t irosina es necesaria para la acción est imulatoria de la 

hormona sobre la esteroidogénesis.  

 

-  La inducción de MKPs por  est im ulación del RLH  

Trabajos de nuest ro y ot ros laboratorios han dem ost rado la regulación de la 

expresión de MKP-1 en células adrenocort icales.  En nuest ro laboratorio demost ramos 

que la est imulación con ACTH o con un derivado permeable de su segundo mensajero 

(8Br-AMPc)  prom ueve la inducción rápida y t ransitor ia de MKP-1 en células 

adrenocort icales de la línea Y1.  En estas células la inducción promovida por ACTH 

está mediada por mecanismos dependientes e independientes de PKA, ya que cuando 

se inhibe dicha quinasa el efecto promovido por la hormona no se bloquea totalmente 

(Bey y col., 2003) .  Sewer y Waterm an tam bién han dem ost rado un aum ento en los 

niveles de MKP-1 en células adrenocort iclaes hum anas de la línea H295R est imuladas 

con ACTH (Sewer y Waterm an, 2003) .  Por ot ra parte también se ha comprobado que 

ot ra hormona esteroidogénica como Angiotensina I I  también provoca la inducción de 

MKP-1 en células adrenales bovinas (Casal y col., 2007) . 

En células de Leydig de la línea MA-10 la act ivación del RLH provoca la 

inducción de MKP-1.  Este efecto resulta tanto de la act ivación de la t ranscripción 

génica como de la estabilización de la proteína (Brion y col., 2011) .  La act ivación 

t ranscripcional es dependiente de PKA m ient ras que la estabilización ocurre com o 

consecuencia de la fosfor ilación m ediada por ERK en los sit ios S359 y S364 (Brion y 

col., 2011) . 
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Más recientemente, se demost ró que la act ivación del RLH también produce la 

inducción de MKP-2, ot ra MKP de localización nuclear.  La inducción ocurre por un 

m ecanism o dependiente de PKA, que lleva a la act ivación de la t ranscripción del gen 

correspondiente y a la estabilización de la proteína (Góm ez y col., 2013) .  La cinét ica 

de inducción de MKP-2 es diferente a la de MKP-1.  Luego de 15 m inutos de 

est imulación del RLH, los niveles de ARNm de MKP-1 son significat ivamente más altos 

que las células no est imuladas;  m ient ras que para detectar un aumento significat ivo 

sobre los niveles del ARNm  de MKP-2 se requiere un t iem po de est im ulación m ás 

prolongado (1 hora aproxim adam ente)  (Góm ez y col., 2013) . 

 

-  El papel funcional de la  inducción de MKP- 1  y 2  en la  acción de LH 

Luego de dem ost rar que tanto LH/ hCG com o ACTH y Angiotensina provocan la 

inducción de MKP-1, surgió la pregunta acerca del rol funcional de este evento 

regulatorio.  Nuest ro grupo de t rabajo se abocó a este objet ivo y se focalizó en el 

hecho que la inducción de la proteína StAR es dependiente de ERK1/ 2 (Gyles y col., 

2001) .   Por lo tanto, teniendo en cuenta que MKP-1 es una enzima de localización 

nuclear, se propuso que la inducción de MKP-1, por su acción sobre ERK1/ 2, podría 

prom over su desfosforilación y de este modo atenuar la act ivación del promotor 

STARD1, llevando así al cierre de la inducción de StAR.  Se analizó esta posibilidad y 

se dem ost ró que la sobreexpresión de MKP-1 reduce el efecto del AMPc sobre el 

promotor de STARD1, sobre los niveles del ARNm  de StAR y sobre la producción de 

esteroides.  Más aún, el bloqueo de la expresión de MKP-1 (mediante un ARN de 

interferencia)  produce efectos opuestos, lo que demuest ra claramente que la inducción 

de MKP-1 cont r ibuye al cierre de la acción hormonal sobre la est imulación aguda de la 

eseroidogénesis (Brion y col., 2011) . 

En cuanto al mecanismo por el cual la inducción de MKP-1 cont r ibuye a 

dism inuir la velocidad de síntesis de esteroides se plantean dos hipótesis.  Una de 

ellas plantea una acción de MKP-1 sobre la fosforilación de SF1.  Dado que SF1 se 

act iva vía ERK1/ 2, este factor es un posible candidato que conecta la inducción de 

MKP-1 con el descenso en la velocidad de síntesis de StAR y de esteroides.  La ot ra 

hipótesis se relaciona con NUR77.  La inducción de NUR77 puede ser regulada por 

ERK1/ 2 y por ende, puede ser suscept ible de m odulación por MKP-1.  En células de 

Leydig la est imulación del RLH lleva a la inducción de NUR77, evento previo a la 

inducción de StAR.  En ot ros sistem as se ha demost rado que la inducción de NUR77 es 

dependiente de ERK1/ 2.  Por lo tanto, la inducción de MKP-1, por su acción sobre 

ERK1/ 2, podría cont r ibuir a concluir la acción hormonal sobre la expresión de NUR77 y 
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por ende, sobre StAR.  Sin em bargo las dos hipótesis m encionadas plantean 

m ecanism os no excluyentes, m ás aún no podemos descartar la existencia de ot ros 

m ecanism os. 

En células MA-10, los niveles de la proteína MKP-2 se elevan m as tardíam ente 

que los de MKP-1 en respuesta a hCG u 8Br-AMPc (Brion y col., 2011;  Góm ez y col., 

2013) .  En consecuencia, am bas enzim as prom ueven la desforilación de ERK1/ 2 en un 

marco temporal diferente.  Así, la desfosforilación de ERK1/ 2 que se observa ent re los 

15 y 60 m in de est im ulación ocurre com o consecuencia de la inducción de MKP-1, 

m ient ras que la desfosforilación en la fase term inal de act ividad de ERK1/ 2, 

part icularm ente ent re los 120 y 180 m in, ocurre por la inducción de MKP-2.  Dado que 

la inducción de MKP-2 ocurre más tarde que la inducción de StAR, es poco probable 

que MKP-2 pueda modularla.  La expresión del gen CYP11A1, que codifica para la 

enzim a P450scc, se induce por LH/ hCG m ediante un m ecanismo dependiente de 

ERK1/ 2  (Yam ashita y col., 2011)   y con una cinét ica m ás lenta que la que exhibe 

STARD1  (Lavoie y King, 2009) .  Sobre la base de esos antecedentes, nuest ro grupo 

de t rabajo ha analizado el modo en que la expresión de MKP-2 modifica la expresión 

del gen CYP11A1.  Demost ramos que la inducción por hCG/ AMPc del gen CYP11A1 es 

dependiente de ERK1/ 2 y en línea con esta característ ica, el bloqueo de la expresión 

de MKP-2 lleva al cierre de la acción hormonal sobre la act ividad del correspondiente 

promotor y sobre los niveles del ARN (Góm ez y col., 2013) . 
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En células de Leydig MA-10 la est imulación del RLH con hCG provoca, vía 

AMPc/ PKA,  la act ivación de ERK1/ 2.  La act ividad de estas quinasas es necesaria en 

las acciones est imulatorias de la hormona sobre la síntesis de esteroides y sobre la 

proliferación de las células de Leydig.  La act ivación de ERK1/ 2 por LH/ hCG se 

corresponde con la est r icta regulación que ejerce la hormona sobre la expresión de 

dos enzimas que cont rolan la act ividad de MAPK en el núcleo:  MKP-1 y MKP-2.  A 

diferencia de estas enzimas, que se inducen por diferentes t ipos de est ímulos y 

desfosforilan a los m iem bros de las t res subfam ilias de MAPKs, la isoforma MKP-3 se 

induce sólo por est ímulos proliferat ivos y es específica para ERK1/ 2.  Aún cuando se 

conoce que LH t iene efectos sobre la proliferación de la célula de Leydig, aún no se ha 

descripto si la expresión de MKP-3 es regulada por LH en ese t ipo celular. 

Previamente demost ramos que la est imulación de las células MA-10 con AMPc 

promueve la estabilización de MKP-1 por fosforilación en los sit ios S359 y S364.  Sin 

em bargo MKP-1 presenta ot ros dos sit ios de fosfor ilación por ERK1/ 2 que tam bién 

podrían ser fosforilados ante la est imulación del RLH:  S296  y S323.  Sin embargo se 

desconoce si la est imulación del RLH impacta sobre estos sit ios y el efecto que la 

fosforilación en los m ismos puede tener sobre las característ icas de la proteína, por 

ejemplo, sobre la estabilidad.  La tasa de síntesis de esteroides es dependiente de la 

proteína StAR, cuya inducción requiere de la act ividad de ERK y por lo tanto, es 

modulada por los niveles de MKP-1.  El incremento de los niveles de la proteína StAR 

ocurre com o consecuencia de la expresión del gen STARD1, cuyo prom otor se act iva 

por diversos factores de t ranscripción, algunos, com o SF1, de act ividad dependiente 

de ERK1/ 2.  NUR77 también part icipa en la inducción de STARD1 y, en ot ros sistemas 

se ha dem ost rado que su expresión depende de la act ividad de ERK. 

Sobre la base de lo sintet izado, planteamos las siguientes hipótesis:  

 La act ivación del RLH regularía la expresión de MKP-3 como mecanismo para 

cont rolar la act ividad de ERK1/ 2 en el citoplasm a.  

 La acción de LH/ hCG sobre MKP-3 podría impactar sobre algún aspecto relacionado 

con la acción proliferat iva de LH. 

 LH/ hCG regularía la inducción de MKP-1 por fosforilación por ERK1/ 2 en sit ios 

adicionales a los ya descriptos.  En part icular, la fosforilación podría ocurr ir  en los 

sit ios S296 y S323.  La fosforilación en estos am inoácidos podría alterar la 

estabilidad de MKP-1. 

 La inducción de NUR77 por act ivación del RLH podría requerir  la act ividad de 

ERK1/ 2.  
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 Si la fosforilación de MKP-1 altera su estabilidad, entonces modularía la expresión 

de NUR77 en el caso en que la expresión de este factor sea dependiente de 

ERK1/ 2. 

 

OBJETI VOS 

En células de Leydig de la línea MA-10 se analizarán los siguientes objet ivos:  

 

Con respecto a MKP-3:  

1 . Determ inar  si hCG y AMPc cont rolan la  expresión de MKP- 3  

1.1. Analizar el efecto de la hormona y de un derivado del AMPc sobre los niveles de 

ARNm y determ inar si la est imulación modifica la expresión génica y/ o la vida media 

del ARNm. 

1.2. Determ inar el rol de las quinasas PKA y ERK1/ 2 en la acción de la hormona sobre 

los niveles del ARNm de MKP-3. 

1.3. Analizar si la regulación de la expresión de MKP-3 por mecanismos post -

t raduccionales. 

2 . Determ inar  e l papel funciona l de MKP- 3  en célula s de Leydig  

2.1. Mediante el bloqueo de la expresión de MKP-3 por un ARN de interferencia 

específico, evaluar el efecto de esta fosfatasa sobre los niveles de P-ERK. 

2.2. Evaluar si la est imulación del RLH provoca cambios en la expresión del inhibidor 

de la proliferación celular p21.  Analizar si MKP-3 altera los niveles de p21 mediante el 

bloqueo de su expresión.   

 

Con respecto a MKP-1:  

3 . Analizar  si la  inducción de NUR7 7  por  increm ento de AMPc ocurre por  un 

m ecanism o dependiente de ERK1 / 2  

3.1. Estudiar los efectos del AMPc sobre los niveles del ARNm  de NUR77 y en que 

m edida estos parám etros se alteran por inhibición de ERK1/ 2  
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4 . Determ inar  si e l AMPc regula  la  expresión de MKP - 1  por  fosfor ilación en 

S2 9 6  y S3 2 3  y en qué m edida la  var iación en la  expresión de MKP- 1  a ltera  la  

expresión de NUR7 7  

4.1 Determ inar la v ida media de la proteína recombinante flag-MKP-1 y de las 

correspondientes form as m utadas 

4.2 Analizar si las mutaciones en los sit ios de fosforilación por ERK1/ 2 son relevantes 

en la acción horm onal sobre la inducción de NUR77. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mater ia les y Métodos  



Materiales y Métodos 

I . REACTI VOS UTI LI ZADOS  

Los siguientes react ivos fueron provistos por Sigm a Chem ical Co. (St . Louis, 

MO, USA) :  medio de cult ivo Waymouth MB732, ant icuerpo ant i- flag, 8-Br-adenosina 

3’,5’-m onofosfato cíclico (8Br-AMPc) , PD98059, act inom icina D (actD) , seroalbúm ina 

bovina (BSA) , oligonucleót idos random, estándares de peso m olecular para 

elect roforesis, HEPES, dit iot reitol,  ácido et ilén diam ino tet ra-acét ico (EDTA) , sacarosa, 

Tr is, ácido et ilén glicol-bis (2-am inoet iléter) -N,N,N’,N’ tet raacét ico (EGTA) , glicina, 

glutat ion, leupept ina, pepstat ina A, Tritón X-100, dodecil sulfato de sodio (SDS)  y 

Temed. 

Los siguientes react ivos de biología molecular fueron provistos por Promega 

(Madison, WI , USA) :  las enzim as de rest r icción, la t ranscriptasa reversa M-MLV 

(Moloney Murine Leukem ia Virus) , la enzimas Go Taq ADN polimerasa y Pfx Plat inum 

ADN polimerasa, dNTPs y el inhibidor de r ibonucleasas RNAsin® .  Los oligonucleót idos 

ut ilizados para amplificación por PCR y la Lipofectam ina 2000 fueron adquir idos en 

I nvit rogen (Molecular Probes, Eugene, Oregon,USA) .  La agarosa D1-LE se adquir ió en 

Biodynam ics (Ciudad de Bs. As., Argent ina) . 

La Tripsina-EDTA y ant ibiót icos fueron adquir idos en la empresa Gibco-Life 

Technologies I nc. (Gaithersburg, MD, USA) .  El material de plást ico para cult ivo se 

com pró a Corning-Costar (NY, USA) .  

Los ant icuerpos ut ilizados fueron del siguiente origen:  el ant icuerpo ant i-MKP-3 

fue comprado a Santa Cruz Biotechnology, I nc. (Santa Cruz, California, USA) ;  el 

ant icuerpo cont ra las form as fosforiladas y no fosfor iladas de ERK1/ 2 fueron 

com prados a Cell Signaling (Beverly, MA, USA) ;  el ant icuerpo m onoclonal ant i-β-

tubulina fue comprado a Upstate Biotechnology (Lake Placid, NY, USA) ;  los 

ant icuerpos ant i- I gG de ratón y de conejo desarrollados en cabra y conjugados con 

peroxidasa fueron de BioRad Laboratories (Hércules, California, USA) . 

Los siguientes productos fueron de la compañía BioRad Laboratories:  

m em brana de polifluoruro de vinilideno (PVDF) , acr ilam ida, bisacrilam ida y equipos de 

elect roforesis (Mini-Protean I I , equipos de t ransferencia y de secado de geles) .  Se 

ut ilizó un equipo de elect roforesis para geles de agarosa Gel XL ult ra V-2 de la marca 

Labnet  I nternat ional (Edison, NJ, USA) .  El react ivo de detección de Western blot  por 

quim iolum iniscencia (ECL)  fue provisto por GE Argent ina (Buenos Aires, Argent ina) . 
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I I . LÍ NEA CELULAR  

En este t rabajo se ut ilizó como modelo de estudio células de Leydig de la línea 

MA-10, una línea celular de origen murino originada a part ir  de un tumor t rasplantable 

de células de Leydig, M5480P (Ascoli M., 1981) .  Las células MA-10, generosam ente 

cedidas por Mario Ascoli,  University of I owa, College of Medicine ( I owa City, IA, USA) , 

fueron mantenidas en medio Waymouth MB752/ 1 conteniendo NaHCO3  1,1 g/ l,  Hepes 

20 mM, gentam icina 50 mg/ m l, y suero equino 15%  inact ivado por calor.   Estas 

células ret ienen la capacidad de unir LH/ hCG, conservan los m ism os pasos 

regulatorios que las células de Leydig, y producen progesterona (P4)  como esteroide 

principal, en lugar de testosterona. 

 

I I I . TRATAMI ENTO Y PROCESAMI ENTO DE LAS CÉLULAS  

I I I . 1 . Est im ulación de las células  

Las células MA-10 fueron sem bradas en una densidad de aproxim adam ente 5 x 

104,   1 x 105 ó 4 x 105 células/ pocillo de placas de cult ivo de 48, 24 ó 6 pocillos 

respect ivam ente 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 t ransfir iéndolas en la fase logarítm ica del crecim iento a medio sin 

suero durante 24 horas. 

La est imulación de las m ismas se realizó por incubación en medio libre de 

suero en presencia o ausencia de la hormona t rófica hCG u 8Br-AMPc, en 

concent raciones submáxim as, según lo indicado en cada experim ento.  El t iempo de 

est imulación y concent ración del est ímulo ut ilizados se indica en la descripción de cada 

experimento en part icular.  Los compuestos PD98059 y ActD se agregaron al m edio de 

cult ivo 30 m inutos previos al est ímulo hormonal.  

Al finalizar los t ratam ientos, la monocapa de células se lavó con solución salina 

NaCl 137 mM, KCl 2,7 m M, Na2HPO4  4,3 mM, KH2PO4  1,47 mM (PBS pH 7,4)  para ser 

luego procesadas según se indica en cada caso. 

 

I I I . 2 . Obtención de los lisados celulares  

Luego de los diferentes t ratam ientos realizados las células fueron lisadas. La 

lisis fue realizada con una solución conteniendo Tris-HCl 20 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 

mM, NaCl 125 mM y Tritón X-100 1%  e inhibidores de proteasas y fosfatasas 
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( leupept ina 10 m M, pepstat ina A 1 m M, PMSF 1 m M, Na3VO4  200 m M, NaF 50 m M y 

β-glicerol fosfato 40 m M).  Las células fueron cosechadas mecánicamente y de la 

suspensión obtenida se realizó la cuant ificación de proteínas, que luego fueron 

analizadas por Western blot .  

 

I V. ANÁLI SI S DE PROTEÍ NAS 

I V.1 . Determ inación de proteínas por  e l m étodo de B radford 

La concent ración de proteínas en las muest ras fue determ inada siguiendo el 

método descripto por Bradford (Bradford MM., 1976) .  La curva estándar 

correspondiente se realizó con seroalbúm ina bovina. 

 

I V.2 . Elect roforesis en geles de poliacr ilam ida en condiciones 

desnatura lizantes ( SDS- PAGE)  

Las proteínas provenientes de lisados celulares fueron separadas m ediante 

elect roforesis en geles de poliacr ilam ida conteniendo SDS (SDS-PAGE) .  Se realizaron 

geles planos de poliacrilam ida ent re placas de vidrio, ut ilizando el sistema MiniProtean 

I I I  System de BioRad.  El gel separador se preparó con acrilam ida 10% , bisacrilam ida 

0,22%  en Tris-HCl 0,375 M, pH 8,8 conteniendo SDS 0,1% .  La composición del gel 

concent rador fue acrilam ida 5%  y bisacrilam ida 0,136%  en Tris-HCl 0,125 M, pH 6,8 

conteniendo SDS 0,1% . 

Las m uest ras a sem brar en los geles fueron preparadas en solución de siem bra 

conteniendo Tris-HCl 0,062 M, pH 6,8, SDS2% , glicerol 10% , -m ercaptoetanol 5%  y 

azul de bromofenol 0,1%  y hervidas para su completa desnaturalización.  La 

elect roforesis fue llevada a cabo a temperatura ambiente en solución amort iguadora 

Tris-HCl 0,025 M, pH 7,4, glicina 0,190 M y SDS 0,1% , aplicándose voltaje constante 

de 100 volt ios aproximadamente. 

 

I V.3 . W estern blot  

Una vez finalizada la elect roforesis, las proteínas fueron elect rot ransferidas a 

membranas de PVDF en una solución amort iguadora conteniendo Tris 25 mM, pH 8,3,  

glicina 192 mM, y metanol 20% , a un voltaje constante de 2,4 mA/ cm 2 durante 90 

m inutos. 
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Las m em branas fueron luego incubadas en solución salina-Tris (Tr is-HCl 20 

m M, pH 7,5, NaCl 500 m M, 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 m inutos a 

temperatura ambiente para bloquear la unión inespecífica de los ant icuerpos.  Luego, 

las m em branas fueron incubadas toda la noche a 4º C con las diluciones apropiadas del 

ant icuerpo primario a analizar:  ant i-MKP-3 1/ 100, ant i-P-ERK 1/ 5000, ant i-ERK1/ 2 

1/ 20000,  ant i - tubulina 1/ 5000) . 

Posteriormente las membranas fueron lavadas 4 veces por 10 m inutos en 

TTBS.  Luego, fueron incubadas durante 2 horas a temperatura ambiente con el 

ant icuerpo secundario ant i- I gG de ratón o conejo conjugado con peroxidasa en una 

dilución adecuada (1/ 3.000-1/ 20.000) .  Posteriormente se realizaron 3 lavados de 10 

m inutos cada uno con TTBS y un últ imo lavado con TBS. Finalmente la señal fue 

detectada por quim iolum iniscencia ut ilizando el react ivo ECL y autorradiografía. 

 

I V.4 . I nm unocitoquím ica 

Las células fueron crecidas en cubreobjetos t ratados con poli-L- lisina, luego 

fueron lavadas una vez con PBS y fij adas con paraformaldehído 4%  (p/ v)  en PBS 

durante 10 m inutos, a tem peratura am biente.  Luego fueron lavadas con PBS e 

incubadas con solución de bloqueo (PBS conteniendo 1%  de albúm ina bovina y 0,3%  

Tritón X100)  durante 1 hora a tem peratura ambiente seguido por la incubación con 

ant icuerpo dir igido cont ra la proteína MKP-3 (ant i-MKP-3)  en cám ara húm eda a 4º C 

durante 24 horas.  La detección de los ant icuerpos específicos se realizó con un 

ant icuerpo secundario I gG de cabra ant i- ratón conjugado con el f luoróforo cy3 para la 

detección del ant icuerpo  (Molecular Probes, Eugene, OR) .  Los núcleos fueron teñidos 

con 4 ',6-diam ino-2- fenilindol (DAPI ) .  Luego de los lavados correspondientes con 

PBS, los cubreobjetos fueron m ontados con react ivo FluorSave (Calbiochem, CA, 

USA) .  Las muest ras fueron analizadas ut ilizando un m icroscopio de epifluorescencia 

modelo Olympus BX50 acoplado a una cámara digital Cool/ Snap Proof Color PM-c35 

(Dpto. de Quím ica Biológica, Facultad de Farmacia y Bioquím ica, UBA, Argent ina) .  Las 

im ágenes fueron analizadas ut ilizando el software I m age J.  Se calculó la intensidad de 

fluorescencia de cada célula, la cual se normalizó contra el área correspondiente. 
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V. ANÁLI SI S DE ARN Y ADN 

V.1 . Ext racción de ARN tota l 

El ARN total se aisló con el react ivo Tri Reagent  (Molecular Research Center, 

I nc. Cincinnat i) ,  siguiendo la técnica recomendada por el fabricante.  Las células de la 

m onocapa se lisaron por agregado de 1,2 m l de Tri Reagent  por pocillo de 6 cm  de 

diámetro y disrupción mecánica con pipeta automát ica.  Los lisados se incubaron 

durante 5 m inutos a temperatura ambiente para producir la disociación completa de 

los complejos nucleoproteicos.  Al térm ino de esta incubación se agregó a los lisados 

un volumen de cloroformo (0,24 m l/ m l de Tr i Reagent )   y los tubos se agitaron 

vigorosam ente durante 15 segundos.  A cont inuación se incubaron las m uest ras 

durante 3 m inutos a temperatura ambiente y luego se cent r ifugaron a 12000 x g 

durante 15 m inutos a 4 º C.  Se aisló la fase acuosa (capa superior) , se le agregó 

alcohol isopropílico (0,5 m l/ m l de Tri Reagent )  y se incubó durante 10 m inutos a 

temperatura ambiente.  Las muest ras se cent rifugaron 10 m inutos a 12000 x g a 4 º C 

para precipitar el ARN.  Luego de la cent r ifugación, se descartó el sobrenadante y el 

precipitado, ARN, se lavó con etanol 75%  (1 m l/ m l de Tri Reagent ) . Luego de 

cent r ifugar a 7500 x g durante 5 m inutos a 4 º C se ret iró el sobrenadante y el ARN 

precipitado se secó al aire durante a 10 m inutos.  Se agregó al precipitado 15 μl de 

agua libre de ARNasas y se incubó durante 10 m inutos a 60º C para disolver 

completam ente el ARN. 

 

V.2 . Reacción de t ranscr ipción reversa  

Para la t ranscripción reversa (Reverse Transcript ion,  RT)  se ut ilizó la 

t ranscriptasa reversa derivada del virus de la leucem ia murina de Moloney (Moloney 

Murine Leukem ia Virus Reverse Transcriptase,  MMLV RT) , que es una ADN polim erasa 

dependiente de ARN que puede ut ilizarse para sintet izar ADNc a part ir  de tem plados 

de ARNm  largos (> 5 kb) . 

Para realizar la RT de los ARNm se ut ilizaron 2 μg de ARN total y 1 m g de 

oligonucleót idos al azar ( random ) , llevando a un volum en de 15 μl con H2O t ratada 

con DEPC. La m ezcla fue incubada 5 m inutos a 70º C para desarm ar las est ructuras 

secundarias del ARN, y luego fue colocada rápidam ente a 4º C durante 5 m inutos. A 

esta preparación se le adicionaron 10 μl de una mezcla de reacción la cual contenía 

200 unidades de la enzim a MMLV RT, 1,25 m M de cada dNTP, 25 unidades del 

inhibidor de ARNasas RNAsin®  (1 U/  μl)  en la solución de reacción de la enzim a (Tris-

HCl 50 m M, pH 8,3, KCl 75 m M, MgCl2 3 mM y DTT 10 mM).  Las muest ras se 

  46 



Materiales y Métodos 

incubaron durante 1 hora a 37º C y al térm ino de la reacción se tom aron alícuotas de 

1-2 μl a fin de amplif icar el ADNc obtenido ut ilizando oligonucleót idos específicos.  

 

V.3 . Reacción en cadena de la  polim erasa en t iem po rea l  

 El ADNc obtenido a part ir  de los ARNm que codifican para la proteína MKP-3 

(NM_026268.3) , p21 (AF035683.1) , NUR77 (NM_010444)  y para la enzim a 

gliceraldehído 3- fosfato deshidrogenasa (GAPDH)  (NM_002046.3)  fueron amplif icados 

llevando a cabo la reacción en cadena de la polimerasas (polimerase chain react ion,  

PCR)  en t iempo real ut ilizando el react ivo SYBR Green Master Mix Reagent  (Applied 

Biosystem )  y un equipo ABI  PRI SM 7700 Sequence Detect ion System  (Applied 

Biosystem ) .  Los oligonucleót idos (5´ -3´ )  directos y reversos ut ilizados se muest ran 

en la tabla 1.  Cada oligonucleót ido se ut ilizó en una concent ración de 0,3 μM.  Las 

condiciones de amplificación fueron las siguientes:  Para MKP-3 y GAPDH:  a)  10 

m inutos a 95º C, b)  15 segundos a 95º C, c)  60 segundos 60º C, con una repet ición de 

40 ciclos del segundo y tercer paso;  para p21:  a)  10 m inutos a 95º C, b)  15 segundos 

a 95º C, c)  60 segundos 64º C, con una repet ición de 40 ciclos del segundo y tercer 

paso y para NUR77:  a)  10 m inutos a 95º C, b)  15 segundos a 95º C, c)  60 segundos 

62,5º C, con una repet ición de 40 ciclos del segundo y tercer paso. 

Los datos obtenidos se analizaron mediante el program a Sequence Detect ion 

Software (Applied Biosystem ,  Version 1.3) .  Se realizó la cuant ificación de la expresión 

génica a part ir  de curvas estándar y cada muest ra se normalizó con la expresión de 

GAPDH en cada caso.  La eficiencia de amplif icación (E)  para cada par de 

oligonucleót idos se calculó a part ir  de la pendiente  de una curva de amplif icación 

estándar en la cual se representó el valor Ct  (cycle threshold,  umbral de ciclos)  versus 

log (ng ADNc)  por reacción.  La eficiencia E =  10 – (1/ pendiente)  se consideró ópt im a 

cuando E=  2  ±  0,1.  
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Oligonucleót ido Secuencia 5´ -3´  

MKP-3 directo ATAGATACGCTCAGACCCGTG 

MKP-3 reverso ATCAGCAGAAGCCGTTCGTT 

p21 directo TTGGAGTCAGGCGCAGATCCACA 

p21 reverso CGCCATGAGCGCATCGCAATC 

NUR77 directo AGCTTGGGTGTTGATGTTCC 

NUR77 reverso AATGCGATTCTGCAGCTCTT 

GAPDH directo TGCACCACCAACTGCTTAGC 

GAPDH reverso GCATGGACTGTGGTCATGAG 

 

Tabla  1 : Oligonucleót idos ut ilizados para las reacc iones de PCR en t iem po rea l.  

 

VI . PURI FI CACI ÓN DE FRAGMENTOS DE ADN 

Para purificar los productos de amplif icación por PCR y los fragmentos 

obtenidos mediante el corte con enzim as de rest r icción se realizó una elect roforesis de 

las muest ras de ADN en un gel de agarosa.  Las bandas de interés fueron escindidas y 

purificadas ut ilizando el kit  Wizard®  SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)  y 

siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante, que se describe a cont inuación.  

Cada fragmento del gel se colocó en un tubo de 1,5 m l de capacidad y se 

adicionaron 10 μl de solución de unión a la membrana ( isot iocianato de guanidina 4,5 

M, acetato de potasio pH 5 0,5 M)  por cada 10 mg de gel de agarosa.  El sistema se 

incubó 10 m inutos a 55-65°C en agitación.  Se t rans fir ió la mezcla de gel disuelto a 

una m inicolum na Wizard®  conteniendo una m em brana de sílica, se incubó 1 m inuto y 

luego se cent r ifugó durante 1 m inuto a 16.000 xg.  Con este procedim iento se separa 

el ADN, que queda adherido a la sílica, y el eluato que se descarta.  Se lavó la 

columna con 700 m l de solución de lavado de la m em brana (acetato de potasio pH 5,0 

10 m M;  EDTA,7 μM, pH 8, etanol 80% )  y se repit ió el cent r ifugado.  Se realizó un 

segundo lavado con 500 m l de solución, centrifugando esta vez durante 5 m inutos. Se 

descartó el eluato y se cent r ifugó 1 m inuto adicional.  Finalmente se eluye el ADN con 

50 m l de H2O libre de nucleasas, mediante la cent r ifugación durante 1 m inuto a 16000 

xg. 
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VI .1 . Elect roforesis en geles de agarosa 

Para el análisis de muest ras de ADN se ut ilizaron geles de agarosa de dist intos 

porcentajes (por lo general ent re 1-1,5%  p/ v)  conteniendo 0,5 μg/ m l de bromuro de 

et idio y preparados en solución TAE (4,84 g Tris, 1,14 m l ácido acét ico glacial, 0,74 g 

Na2EDTA.2H2O en agua deionizada en cant idad suficiente para 1 lit ro de solución) .  La 

separación se realizó en un aparato de elect roforesis horizontal bajo voltaje constante 

(80 volt ios) .  La visualización de los fragmentos se realizó ut ilizando un 

t ransilum inador de luz ult ravioleta de 305 nm .  Las im ágenes de los geles fueron 

obtenidas con el analizador Gel-Pro ( I PS, North Reading, MA, USA) .  

 

VI I . MÉTODOS GENERALES DE OBTENCI ÓN DE VECTORES 

VI I .1 . Plásm idos ut ilizados 

El plásm ido pFLAG-ERK2, fue gent ilmente cedido por Melanie Cobb, 

Departm ent  of Pharm acology, University of Texas Southwestern Medical Center, 

Dallas, Texas, USA (Robinson y col., 2002) .  El plásm ido pGL3-NUR77 fue gent ilm ente 

cedido por Takashi Yazawa, Departm ent  of Biochem ist ry, Faculty of Medical Sciences, 

University of Fukui, Fukui, Japan, ( I naoka y col., 2008)  

El plásm ido pGEM® -T Easy (Promega)  (Figura 8)  fue ut ilizado para subclonar 

los productos amplificados en las reacciones de PCR com o se explicará a cont inuación. 

 

 

Figura 8 : Mapa del plásm ido com ercia l pGEM® - T Easy.  
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El plásm ido p3XFLAG-CMV-10 (Sigm a)  (Figura 9) , se ut iliza para estudios de 

sobreexpresión de proteínas fusionadas a una secuencia específica de am inoácidos 

( flag)  que perm ite su ident ificación mediante un ant icuerpo comercial ant i- flag. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 : Mapa del plásm ido com ercia l p3 XFLAG- CMV- 1 0 .  

 

El plásm ido pSUPER.ret ro (OligoEngine) , es un vector de expresión de ARN de 

interferencia.  Este vector fue ut ilizado en los estudios de dism inución de la expresión 

de proteínas en células eucariotas (Figura 10) . 
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Figura 1 0  : Mapa del plás m ido com ercia l pSUPER.ret ro  

 

VI I .2 . Ligación en e l plásm ido pGEM® - T Easy 

Los fragm entos de ADN purificados por gel se ligaron al plásm ido pGEM® -T 

Easy para su posterior secuenciación y análisis.  Se colocó 1 m l de solución 

am ort iguadora 10x para ADN ligasa de T4 (Tris-HCl 300 m M, pH 7,8, MgCl2  100 mM, 

DTT 100 mM, ATP 10 m M, poliet ilenglicol 10% ) , 1 m l (50 ng)  del vector, la cant idad 

correspondiente del fragmento de ADN a ligar en relación 3: 1 ( inserto:  vector)  y 1 m l 

de ADN ligasa de T4 (3U)  y H2O en un volumen final de 10 m l.  Se dejó t ranscurr ir  la 

reacción durante toda la noche a 4º C.  El producto de ligación se ut ilizó para 

t ransform ar bacterias com petentes XL1-Blue. 

 

VI I .3 . Obtención del plásm ido de expresión  pFLAG- M KP- 3  

Se part ió del plásm ido pGEM® -T Easy conteniendo la secuencia de 1,18 kb de 

MKP-3 proveniente de la reacción de PCR. Se digir ió 1 mg de plásm ido y del vector 

p3XFLAG-CMV-10 con las enzim as Not I  y  EcoRI .   El clonado del fragmento se realiza 

en el m ismo marco de lectura que la secuencia de am inoácidos ( flag)  que está ubicado 

en el ext rem o 5´  del vector para generar una proteína de fusión flag-MKP-3 con el f lag 

en el ext remo N- term inal de la m isma.  La proteína recombinante puede ser detectada 

por Western blot  con un ant icuerpo ant i- flag.  El protocolo de ligación, t ransformación 

de bacterias y purificación del plásm ido fue sim ilar al detallado anteriormente.  La 

const rucción obtenida fue verificada por digest ión con enzim as de rest r icción y 

m ediante secuenciación. 
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Oligonucleót ido Secuencia 5´ -3´  

MKP-3 directo TTGCGGCCGCTATGATAGATACGCTCAGA 

MKP-3 reverso ACGCGAATGAAGGAATGGGGACAACTC 

 

Tabla  2 : Oligonucleót idos ut ilizados para am plif ica r  ADNc de MKP- 3  y clonar la 

poster iorm ente en e l plásm ido pFLAG 

 

VI I .4 . Obtención de un vector  de expresión de un AR N de inter ferencia  

específ ico para  MKP- 3  

Con el fin de completar la caracter ización de la expresión de MKP-3 y analizar 

el papel funcional de esta proteína procedimos a anular la expresión de la m ism a y a 

evaluar los efectos de este procedim iento.  La est rategia ut ilizada para dism inuir 

específicam ente los niveles de la proteína MKP-3 consist ió en t ransfectar las células 

con una const rucción obtenida  a part ir  del vector pSUPER.ret ro (OligoEngine) , el cual 

dir ige la síntesis int racelular de ARNs pequeños llam ado shARN (short  hairpin)  bajo el 

cont rol del promotor de la ARN H1 polimerasa I I I .   El plásm ido recombinante se 

obt iene m ediante la inserción de una secuencia que es específica del gen cuya 

expresión se desea reducir. 

Con el fin de crear un ARN de interferencia cont ra MKP-3, se diseñaron 

oligonucleót idos de 19 pb cuya secuencia es idént ica a una región específica del ARNm 

de MKP-3 (Tabla 3) .  Cada oligonucleót ido presenta las siguientes característ icas:  un 

sit io de corte para una enzim a de rest r icción (BglI I  o HindI I I ) , una secuencia en 

orientación sent ido (correspondiente a una región del ARNm cuya expresión se quiere 

inhibir) , una región de 9 nucleót idos ubicada en el cent ro y una secuencia en 

orientación ant isent ido complementaria a la secuencia sent ido.  La secuencia de 9 

nucleót idos es una secuencia establecida y es la porción que genera el bucle o hairpin.  

El vector pSUPER.ret ro se cortó con las enzim as ya m encionadas y el vector 

linealizado se purificó a part ir  de un gel de agarosa.  El par de oligonucleót idos 

específico (sent ido y ant isent ido)  se hibr ida y luego se clona en los sit ios de rest r icción 

de las enzimas BglI I  y HindI I I  del vector pSUPER.ret ro bajo el cont rol del promotor de 

la ARN polimerasa I I I .   Se genera así la const rucción pSUPER.ret ro-MKP-3 (shARN 

MKP-3) . 
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Oligonucleót ido Secuencia 5´ -3´  

MKP-3 shRNA directo GATCCCCACGACATTGTTAAGATGAATTCAAGAGATTCATCTTAACAATGTCGTTTTTTA 

MKP-3 shRNA reverso AGCTTAAAAAACGACATTGTTAAGATGAATCTCTTGAATTCATCTTAACAATGTCGTGGG 

 

Tabla  3 : Oligonucleót idos ut ilizados para generar s hARNs específicos de MKP- 3  de ratón.  

 

El t ranscripto resultante del vector predice una forma de replegado sobre sí 

m ism o con una est ructura de bucle.  El bucle del t ranscripto precursor es rápidamente 

clivado en la célula produciendo de esta manera el shRNA funcional.  La t ransfección 

de las células con esta const rucción lleva a la degradación específica del ARNm de 

MKP-3.  La const rucción obtenida fue verificada por digest ión con enzim as de 

rest r icción y m ediante secuenciación.  

 

VI I .5 . Mutación sit io- dir igida 

Con el fin de obtener las const rucciones pFLAG-MKP-1-S359A-S364A y pFLAG-

MKP-1-S296A-S323A se realizó una reacción de m utación sit io dir igida ut ilizando el 

Stratagene QuickChange TM Site-Directed Mutagenesis Kit .   

Para generar la mutante  pFLAG-MKP-1-S359A-S364A   se realizó la replicación 

del plásm ido pFLAG-MKP-1 ut ilizando la polimerasa Pfu Ult ra de alta fidelidad, a part ir  

de un par de oligonucleót idos mutagénicos especialmente diseñados (Tabla 4) .   

Debido a la cercanía de los sit ios a mutar, este par de oligonucleót idos presenta los 

dos cam bios de bases necesarios en los codones de la secuencia de MKP-1 de m anera 

de cam biar las Serinas 359 y 364 por Alaninas.  

Para generar la m utante pFLAG-MKP-1-S296A-S323A se realizaron dos 

mutaciones en forma secuencial.  En primer lugar se obtuvo el vector pFLAG-MKP-1-

S296A, ut ilizando los oligonucléot idos específicos para generar la mutación de la 

Serina 296 por una Alanina.  Luego, se realizó la replicación de ese vector con los 

oligonucleót idos específicos para realizar la mutación de la Ser ina 323 por una 

Alanina;  obteniendo así la form a doblem ente m utada. 
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Oligonucleót ido Secuencia 5´ -3´  

MKP-1-S359A-S364A directo CTACCTTAAAGCCCCCATCACCACCGCTCCAAGCTG 

MKP-1-S359A-S364A reverso CAGCTTGGAGCGGTGGTGATGGGGGCTTTAAGGTAG 

MKP-1-S296A directo GAGGCGGAGTATCATCGCCCCGAACTTCAGC 

MKP-1-S296A reverso GCTGAAGTTCGGGGCGATGATACTCCGCCTC 

MKP-1-S323A directo CTCTGCTGAAGCTGGGGCCCCTGCCATGGCTGTC 

MKP-1-S323A reverso GACAGCCATGGCAGGGGCCCCAGCTTCAGCAGAG 

 

Tabla 4 : Oligonucleót idos ut ilizados para generar  las form as m utadas de MKP- 1 . 

 

VI I I . CEPAS BACTERI ANAS Y MEDI OS DE CULTI VO DE BACT ERI AS 

La cepa de Escherichia coli que se ut ilizó en los subclonados fue:  XL1-Blue de 

Stratagene Labs System s (La Jolla, CA, USA) .  Su genot ipo es:  endA1, gyrA96, 

hsdR17, lac- , recA1, relA1, supE44, thi-1, [ F`  laclqZ _ M15, proAB, Tn10] . 

Estas bacterias se cult ivaron en el m edio Luria-Bertani (LB)  cuya composición 

es 10 g Triptona, 5 g ext racto de levadura, 5 g NaCl en 1 lit ro de agua.  Para 

seleccionar colonias t ransformadas con plásm idos que les otorgan resistencia a 

ampicilina, el medio LB fue suplementado con 50 mg/ m l de este ant ibiót ico.  Para 

preparar placas con m edio de cult ivo sólido, se agregaron 15 g/ lit ro de agar. 

 

VI I I .1 . Preparación de bacter ias com petentes 

Para la preparación de bacterias competentes, se inoculó una colonia aislada de 

la cepa XL1-Blue en 5 m l de m edio LB y se incubó a 37°C con agitación cont inua 

durante toda la noche.  A cont inuación, se hizo una dilución 1: 100 sem brando 

alícuotas de 100 m l de bacterias en 10 m l de medio LB fresco y se incubó en agitador 

nuevamente a 37°C hasta llegar a la fase de crecim i ento exponencial (DO600nm  =  0,4-

0,6) .  Luego el cult ivo fue cent r ifugado a 5000 rpm durante 10 m inutos y el sedimento 

resuspendido en 5 m l de CaCl2  50 mM frío y estéril.   La suspensión fue mantenida en 

hielo durante 20 m inutos repit iendo posteriorm ente el paso de cent r ifugación.  En este 

caso el sedim ento obtenido fue resuspendido en 1 m l de solución fr ía de CaCl2  50 m M 

e incubado durante toda la noche a 4°C co n el agregado de glicerol (25% ) .  A 
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cont inuación las células fueron fraccionadas en alícuotas de 200 m l y se conservaron a 

-70°C. 

 

VI I I .2 . Transform ación de Escher ichia  coli  com petentes 

Todos los materiales para el procedim iento de t ransform ación, incluyendo las 

soluciones y los tubos de polipropileno, fueron m antenidos a 4º C durante todo el 

procedim iento.  Las bacterias competentes fueron descongeladas en un baño de 

hielo/ H2O. En un tubo Eppendorf fr ío se colocaron 10 m l de la solución de ADN 

plasmídico (0,1 mg)  y se adicionaron 200 m l de la suspensión de células com petentes 

m ezclando con pipeta para hom ogeneizar la m ezcla.  Se dejó estabilizar a 4º C durante 

30 m inutos y luego se realizó un choque térm ico a 42º C por 45 segundos, seguido 

inm ediatam ente por una incubación en hielo durante ot ros 2-3 m inutos. 

Posteriormente se adicionaron 500 m l de medio LB fresco (sin ant ibiót icos)  y se 

incubaron a 37º C durante 60 m inutos con agitación, para lograr la recuperación de las 

células.  Finalm ente se cent r ifugaron a temperatura ambiente a 10000 rpm durante 3 

m inutos y se cult ivaron las bacterias en placas conteniendo LB agar con am picilina.  

Las placas fueron incubadas en estufa toda la noche a 37º C. 

 

I X. PURI FI CACI ÓN DE ADN PLASMÍ DI CO 

I X.1 . Aislam iento y pur if icación de ADN plasm ídico a pequeña escala   

Para el aislam iento y purificación del ADN plasm ídico en pequeña escala 

(MI NI PREP) se ut ilizó el sistema Wizard®  (Promega)  y se siguió el protocolo sugerido 

por el fabricante que se describe a cont inuación.  

Para la obtención de las bacterias, las colonias bacterianas t ransformadas 

seleccionadas se inocularon en 5 m l de LB con am picilina y se incubaron durante la 

noche a 37°C con agitación cont inua. El cu lt ivo obtenido se cent r ifugó a 10000 x g 

durante 10 m inutos a tem peratura am biente y el sedimento se resuspendió en 200 μl 

de una solución conteniendo Tris-HCl 50 m M, pH 7,5, EDTA 10 mM y ARNasa A 100 

μg/ m l. A cont inuación se adicionaron 200 μl de solución de lisis (NaOH 0,2 M, SDS 

1% )  y 200 μl de solución de neut ralización (acetato de potasio 1,32M, pH 4,8)  y la 

suspensión obtenida se centr ifugó a 10000 x g durante 5 m inutos.  El sobrenadante se 

t rasvasó a una colum na conteniendo la resina DNA Wizard®  (Prom ega)  y luego se 

cent r ifugó la colum na a 10000 xg durante 2 m inutos.  El ADN plasmídico quedó 

retenido en la columna y la mat r iz se lavó con 2 m l de una solución conteniendo Tris-
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HCl 20 m M, pH 7,5, NaCl 200 m M, EDTA 5 m M y etanol 55% .  Luego se volvió a 

cent r ifugar a 10000 xg durante 2 m inutos. Por últ imo el ADN se eluyó de la resina con 

50 μl de agua libre de nucleasas precalentada a 60°C.  Se cent r ifugó por últ ima vez la 

colum na a 10000 xg durante 2 m inutos y se recogió el eluato. 

 

I X.2 . Aislam iento y pur if icación de ADN plasm ídico a m ediana esca la   

Para la purificación del ADN plasmídico a mediana escala (MI DI PREP) se ut ilizó 

el sistema Wizard®  Plus Midipreps DNA Purificat ion System (Prom ega)  y se procedió 

com o se describe a cont inuación, de acuerdo a las inst rucciones del fabricante. 

Las colonias bacterianas t ransform adas seleccionadas se inocularon en 100 m l 

de LB con am picilina y se incubaron durante la noche a 37°C con agitación con t inua.  

El cult ivo obtenido se cent r ifugó a 10000 xg durante 10 m inutos a temperatura 

ambiente y el sedimento se resuspendió con pipeta en 3 m l de una solución 

conteniendo Tris-HCl 50 m M, pH 7,5, EDTA 10 m M y ARNasa A 100 m g/ m l.  A 

cont inuación se agregaron 3 m l de solución de lisis (NaOH 0,2 M, SDS 1% )  y 3 m l de 

solución de neut ralización (acetato de potasio 1,32 M, pH 4,8)  y se incubó el sistem a a 

tem peratura am biente durante 10 m inutos.  La suspensión resultante se cent r ifugó a 

14000 xg durante 15 m inutos y el sobrenadante se t rasvasó a un tubo conteniendo la 

resina DNA Wizard® .  La m ezcla ADN/ resina se t rasvasó a una colum na conectada a 

una bomba de vacío. Luego de aplicar el vacío, el ADN plasmídico quedó retenido en la 

colum na. La m at r iz se lavó dos veces con 15 m l de una solución conteniendo acetato 

de potasio 80 mM, Tris-HCl 8,3 mM, pH 7,5, NaCl 200 mM, EDTA 10 mM y etanol 

55% .  Luego de secar la resina durante 30 segundos, se cortó la colum na y la parte 

infer ior de ésta se t ransfir ió a un tubo Eppendorf.  El sistem a se cent rifugó a 10000 xg 

durante 2 m inutos. Finalm ente el ADN se eluyó de la resina con 300 μl de H2O libre de 

nucleasas precalentada a 60°C por cent r i fugación a 10000 xg durante 20 segundos. 

 

X. TRANSFECCI ÓN TRANSI TORI A DE LAS LÍ NEAS CELULARES   

Las células fueron cult ivadas hasta un 80%  de confluencia en placas de 24 

pocillos. Al día siguiente se realizó la t ransfección.  La t ransfección fue realizada con 

0,8 μg de plásm ido en medio Opt i-MEM y 2 m l de react ivo Lipofectam ina 2000 de 

acuerdo con las inst rucciones del fabricante, en 500 μl de medio sin ant ibiót icos.  Los 

plásm idos ut ilizados fueron p3xFLAG-MKP-3, shRNA-MKP-3, p3xFLAG-MKP-1 o los 

vectores vacíos como cont rol.  Para los experimentos de análisis de la act ividad de 
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promotores, las células fueron cult ivadas en placas de 48 pocillos y t ransfectadas con 

0,05 μg del plásm ido pGL3 conteniendo el ADNc de la luciferasa de luciérnaga (Firefly 

luciferase)  bajo el cont rol del prom otor de NUR77 (pGL3-NUR77)  ( I naoka y col., 

2008) , junto con 0,35 μg del plásm ido conteniendo el ADNc de MKP-1 y con 5 ng del 

plásm ido pRL (Renilla luciferase) .  

Luego de 6 horas post - t ransfección, se cambió el medio de cult ivo por medio 

fresco.  Al día siguiente las células fueron privadas de suero durante 24 horas.  Luego 

se realizaron las est im ulaciones correspondientes y las células fueron procesadas para 

la obtención del ARN, las proteínas o la medición de la act ividad del prom otor.  La 

eficiencia de t ransfección fue aproximadamente del 40%  como se est imó por conteo 

de células fluorescentes t ransfectadas con el plásm ido pRc/ CMVi conteniendo la forma 

mejorada de la proteína fluorescente verde (Enhanced Green Fluorescent  Protein, 

EGFP). 

 

XI . DETERMI NACI ÓN DE LA ACTI VI DAD DE LUCI FERASA 

El análisis de la act ividad del promotor del gen en estudio se evaluó a part ir  de 

la act iv idad de la enzima luciferasa de luciérnaga (Firefly luciferase) , cuya expresión 

está bajo el cont rol de este promotor.  Las células fueron t ransfectadas com o se 

comentó previamente.  Luego de la t ransfección, las células fueron est im uladas 

durante los t iem pos correspondientes. Luego del t ratam iento, las células se lavaron 

con PBS y se lisaron con 70 μl de una solución de lisis (Passive Lysis Buffer 1x ,  

Prom ega)  durante 15 m inutos con agitación a temperatura ambiente. Una alícuota de 

5-10 μl del lisado fue ut ilizada para determ inar la act ividad de luciferasa con el kit  

Dual-Luciferase®  Reporter Assay  (Promega) .  Mediante este kit  se determ ina la 

act ividad de ambas luciferasas y se norm aliza la act ividad de la luciferasa de 

luciérnaga respecto de la act ividad const itut iva de la luciferasa de Renilla y se expresa 

en unidades relat ivas.  La detección de la act ividad de ambas enzimas se realizó 

mediante un lector mult iplaca SynergyTM HT (Mult i-Detect ion Microplate Reader, 

BioTek I nst rum ents) . 

 

XI I . ANÁLI SI S ESTADÍ STI CO 

Los resultados se m uest ran com o la m edia ±  el error estándar de la media 

(ES) .  La significancia estadíst ica fue evaluada ut ilizando ANOVA, seguida del test  de 

Tukey. Se consideró significat iva P <  0,05. 
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Resultados 

I . REGULACI ÓN DE LA EXPRESI ÓN DE MKP- 3  POR hCG EN C ÉLULAS DE 

LEYDI G MA- 1 0 . 

I .1 . Regulación de los nive les del ARNm  de MKP- 3   

Se ha m encionado en la int roducción de este t rabajo de tesis que ciertos 

est ím ulos provocan un increm ento en los niveles del ARNm  correspondiente a MKP-3.  

I ncluso se ha demost rado que este efecto es m ediado, en parte, por estabilización del 

ARNm  (Berm udez y col., 2011) .  En este t rabajo analizam os si LH es capaz de 

modular los niveles del ARNm de MKP-3.  Para ello se ut ilizó como est rategia la 

est imulación del receptor del LH (RLH)  con la hormona gonadot rofina coriónica de 

origen humano (hCG) .  Se analizó el efecto tanto de hCG com o el de un análogo 

permeable de su segundo mensajero, 8Br-AMPc, sobre la expresión génica y sobre la 

estabilidad del mensajero. 

 

I .1 .1 . Efecto de hCG y AMPc sobre los nive les del A RNm  de MKP- 3   

Con el fin de evaluar la regulación t ranscripcional de MKP-3 por acción 

hormonal, los cult ivos de células de la línea MA-10 fueron privados de suero durante 

24 horas y luego fueron incubados en presencia o ausencia de la hormona hCG 

(10ng/ m l)  o de 8Br-AMPc (0,5 m M)  durante dist intos t iem pos.  A cont inuación se 

purificó el ARN total de las células, se realizó la t ranscripción reversa y se evaluó el 

nivel de ARNm de MKP-3 mediante PCR en t iempo real, ut ilizando oligonucleót idos 

específicos.  Como cont rol de la cant idad de ARN ut ilizado en cada reacción, se realizó 

en paralelo la amplificación del t ranscripto correspondiente a la proteína gliceraldehído 

3- fosfato deshidrogenasa (GAPDH) , cuyos niveles no se modifican por el t ratam iento 

horm onal (housekeeping gene) . 

Los resultados most raron que, en células de Leydig MA-10, la hormona hCG 

prom ueve la inducción de MKP-3 (Figura 11) .  La cinét ica de inducción de MKP-3 

most ró un incremento significat ivo de los niveles del ARNm a part ir  de las 2 horas de 

est im ulación (aproxim adam ente 3,5 veces respecto al cont rol) .  Luego de 6 horas, los 

niveles del ARNm dism inuyen a los valores basales.  Resultados sim ilares se 

observaron cuando las células fueron est im uladas con 8Br-AMPc.  En este caso, el 

máximo de est imulación se alcanzó luego de 2 horas (aproximadamente 3,5 veces 

respecto al cont rol) . 
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Figura 1 1 . Efecto de hCG y 8 Br-AMPc sobre los nivel es del ARNm  de MKP- 3  en células de 

Leydig MA- 1 0 .  Células MA-10 fueron pr ivadas de suero durante 24 h, luego fueron t ratadas con 

hCG 10 ng/ m l ( A)  u 8BR-AMPc 0,5 m M ( B)  durante los t iem pos indicados. Los niveles de ARNm 

correspondientes a MKP-3 y GAPDH (cont rol)  se analizaron por PCR en t iempo real.  El gráfico 

m uest ra la relación MKP-3/ GAPDH en unidades arbit rarias.  Los valores representan la m edia  ES de 

t res experimentos independientes realizados por duplicado.  El análisis estadíst ico se realizó por 

ANOVA de un factor seguido del test  de Tukey. * , P <  0,05;  * * * , P< 0,001 vs. t iem po 0.  
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I .1 .2 . Efecto del bloqueo de la  t ranscr ipción sobre  e l aum ento del ARNm  de 

MKP- 3  prom ovido por  AMPc 

Los resultados anteriores m ost raron que la est imulación del RLH provoca un 

aumento en los niveles del ARNm de MKP-3 por un mecanismo mediado por AMPc, 

efecto que alcanza un valor máximo ent re las 2 y 3 horas de est im ulación.  A 

cont inuación se analizó si este efecto ocurre como consecuencia de la act ivación de la 

t ranscripción génica, de la estabilización del mensajero o involucra  ambos 

m ecanism os.  Con este fin, evaluam os los niveles del ARNm de MKP-3 en células 

est imuladas con 8Br-AMPc, en presencia o ausencia de un inhibidor de la 

t ranscripción, act inom icina D (Act  D, 3 μg/ m l) .  Determ inamos que la inhibición de la 

t ranscripción evita el incremento del ARNm producido por el AMPc (Figura 12) . 
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Figura 1 2 . Efecto de la  act inom icina D sobre los ni veles del ARNm  de MKP- 3  en células de 

Leydig MA- 1 0  est im uladas con AMPc.  Las células MA-10 fueron privadas de suero durante 24 

horas y luego est imuladas con 8Br-AMPc (0,5 mM) durante 2 horas, en presencia o ausencia de 

act inom icina D (Act  D, 3 μg/ m l) .  Se evaluó el nivel de expresión del ARNm de MKP-3 y de GAPDH 

m ediante PCR en t iem po real.  El gráfico m uestra la relación MKP-3/ GAPDH en unidades arbit rar ias.  

Los valores representan la m edia  ES de dos experim entos independientes realizados por duplicado.  

El análisis estadíst ico se realizó por ANOVA de un factor seguido del test  de Tukey. * , P <  0,05 vs  

células incubadas con 8Br-AMPc  en ausencia de Act  D;  * * , P< 0,01 vs. Cont rol en ausencia de Act  D.  

 

Dado que la Act  D dism inuye la acum ulación del m ensajero, se infiere que hCG 

promueve la t ranscripción del gen DUSP6, el cual codifica para MKP-3.  Por lo tanto 

este resultado sugiere que una posible estabilización del mensajero, como se ha 

descripto en ot ros sistemas (Berm udez y col., 2011) ,  t iene poca o nula part icipación 

en el incremento de los niveles del ARNm de MKP-3 en células de Leydig est im uladas 

por hCG.  
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I .1 .3 . Determ inación de la  estabilidad del ARNm  de MKP- 3   

Con el fin de confirm ar que la estabilidad del ARNm  de MKP-3 no se m odifica 

por hCG/ AMPc se realizaron experimentos de pulse and chase,  los que perm iten 

evaluar la velocidad de decaim iento del ARNm y los efectos de la est imulación sobre 

este parámetro.  El protocolo incluye una etapa durante la cual las células se incuban 

en presencia o ausencia (cont rol)  de est ímulo durante el t iempo necesario para 

acum ular el ARNm  a valorar.  A cont inuación, se agrega Act  D y 30 m inutos después 

( t iem po de pulse and chase =  0)  se inicia el procesam iento de las células a diferentes 

t iem pos.  En nuest ro caso las células se incubaron sin (cont rol)  o con 8Br-AMPc 

durante 2 horas ( t iem po de m áxim a inducción del ARNm por 8Br-AMPc)  y luego del 

agregado de la Act  D se procesaron a diferentes t iem pos (Figura 13, Panel A) .  Se 

evaluaron los niveles del ARNm  de MKP-3, los cuales se expresaron en porcentaje, 

tomando como 100%  el nivel correspondiente a t iempo 0 m in.  (Figura 13, Panel B) . 

El gráfico de la figura 13 muest ra que los niveles del ARNm de MKP-3 decaen 

con sim ilar velocidad en las células cont roles y est imuladas, lo cual se confirma por los 

valores de t iempo de vida media calculados:  t½  (cont rol)=  50 m in, t½  (8Br-AMPc)=  

52 m in.  Estos resultados sugieren que el increm ento en los niveles de ARNm 

alcanzados en células est imuladas se debe a un aum ento en la t ranscripción del gen 

DUSP6 y no a un aum ento en la estabilidad del ARNm correspondiente.  Más aún, 

estos resultados son com pat ibles con el hecho que la Act  D dism inuye el incremento 

en los niveles del ARNm de MKP-3 por 8Br-AMPc, descripto en la figura 12. 
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Figura 1 3 . Análisis de la estabilidad del ARNm  de M KP- 3  en células de Leydig de la  línea 

MA- 1 0 .  Las células fueron privadas de suero por 24 h, luego fueron incubadas con o sin 8Br-AMPc 

(0,5 mM) durante 2 h e incubadas con Act  D por diferentes t iempos (30 m inutos de Act  D 

correspondiente a chase t im e =  0)  ( A) .   El ARN total fue pur ificado y somet ido a t ranscr ipción 

reversa y a PCR en t iem po real ut ilizando oligonucleót idos específicos para MKP-3 y para GAPDH 

com o cont rol.  Los resultados son expresados com o porcentaje (valor a t iempo cero:  100% ) ( B) .   Los 

valores representan la media ±  ES de t res experimentos independientes.  El análisis estadíst ico se 

realizó por ANOVA de un factor seguido del test  de Tukey. 
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I .1 .4 . Aná lisis de la  par t icipación de ERK1 / 2  en la  acción del AMPc sobre los 

nive les del ARNm  de MKP- 3  

Se ha demost rado que en determ inados sistemas la act ivación de la 

t ranscripción del gen DUSP6 es dependiente de la act ividad de ERK1/ 2.  En células 

MA-10, la act ivación del RLH provoca la act ivación del ERK1/ 2 a t ravés de un 

m ecanism o dependiente de la act ivación de Ras por PKA (Hirakawa y Ascoli,  2003) .  

Este conocim iento nos llevó a preguntarnos si la t ranscripción del gen DUSP6, que 

desencadena la act ivación del RLH, requiere la act ividad del ERK1/ 2. 

Para establecer si la inducción de MKP-3 provocada por AMPc es dependiente 

de la act iv idad de ERK1/ 2, se invest igó la capacidad del 8Br-AMPc de inducir la 

expresión de MKP-3 en condiciones en las que se bloquea la act ivación de esa quinasa.  

Para esto se ut ilizó el com puesto PD98059 (50 μM), un inhibidor de MEK1/ 2 −quinasas 

río arr iba de ERK1/ 2− que impide la act ivación de ERK1/ 2.  Se evaluaron los niveles 

del ARNm correspondiente a MKP-3 en células que se preincubaron con o sin el 

inhibidor PD98059 y luego se incubaron en presencia o ausencia de 8Br-AMPc. 
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Figura 1 4 .  Efecto de ERK1 / 2  sobre los niveles del ARNm  de MKP- 3  en células de Leydig MA-10 

estimuladas con AMPc.   Células MA-10 fueron privadas de suero durante 24 h, luego fueron 

est imuladas con 8BR-AMPc 0,5 mM durante 3 h, en presencia o ausencia PD98059 (50 μM).  Los 

niveles de ARNm  correspondientes a MKP-3 y GAPDH (cont rol)  se analizaron por PCR en t iem po real.  

El gráfico muestra la relación de intensidades MKP-3/ GAPDH en unidades arbit rarias (panel infer ior) .  

Los valores representan la m edia  ES de t res experimentos independientes realizados por duplicado. 

El análisis estadíst ico se realizó por ANOVA de un factor seguido del test  de Tukey.  * * , P< 0,01 vs 

células t ratadas con 8Br-AMPc en ausencia de PD98059;  # # # , P< 0,001 vs cont rol en ausencia de 

PD98059. 
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El análisis por PCR en t iempo real most ró que el 8Br-AMPc incrementa los 

niveles del mensajero correspondiente a MKP-3 y que el inhibidor PD98059 dism inuye 

la m agnitud de este efecto (Figura 14) .  Este hecho sugiere que el m ecanismo por el 

cual el AMPc dispara la inducción de MKP-3 involucra la act ividad de ERK1/ 2. 

 

I .2 . Efecto de la  est im ulación sobre lo s nive les y loca lización subcelular  de la  

proteína MKP- 3  

MKP-3 es una proteína citoplasm át ica.  Debido a su capacidad de unir a ERK1/ 2 

en el núcleo y t ransportar la forma desfosforilada hacia el citosol luego del est ím ulo, es 

fact ible detectarla también en esa organela.  

Luego que demost ramos que la act ivación del RLH regula MKP-3 a nivel 

t ranscripcional en células del Leydig MA-10, analizam os los niveles de la proteína y su 

localización subcelular en este sistema. 

 

I .2 .1 . Efecto del AMPc sobre lo s nive les de la  proteína MKP- 3  

A cont inuación valoram os los niveles de la proteína MKP-3 m ediante Western 

blot .  Las células de la línea MA-10 fueron privadas de suero durante 24 horas y luego 

incubadas en presencia o ausencia de 8Br-AMPc (0,5 m M) durante 2 horas.  Luego se 

purificaron las proteínas totales y se evaluó el nivel de expresión de MKP-3.  Los 

niveles de la proteína MKP-3 se vieron aumentados en el caso de las células 

est imuladas (Figura 15) . 
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Figura 1 5 . Efecto de 8 Br- AMPc sobre los nive le s de la  proteína MKP- 3  en células de Leydig 

MA- 1 0 .  Las células MA-10 fueron privadas de suero durante 24 horas y luego est im uladas con 8Br-

AMPc (0,5 m M) durante 2 horas.  Se obtuvieron las proteínas totales y se analizaron por Western blot  

ut ilizando un ant icuerpo específico ant i-MKP-3.  En el panel superior se m uestra el Western blot  de un 

experimento representat ivo repet ido al menos 3 veces.  En el panel infer ior se grafica la 

cuant ificación de los niveles de la proteína MKP-3, norm alizados cont ra la señal de la proteína -

tubulina, evaluados a part ir  de la densidad ópt ica de cada banda.  

 

I .2 .2 . Localización subcelular  de MKP- 3  en células de Leydig MA- 1 0  

Con el fin de determ inar la localización subcelular de MKP-3 en células de 

Leydig, se realizaron estudios de inmunocitoquím ica.  Las células MA-10 fueron 

cult ivadas en cubreobjetos cubiertos con poli-L- lisina, luego fueron privadas de suero 

por 24 horas e incubadas en presencia de 8Br-AMPc durante los t iem pos indicados.  

Luego del t ratam iento las células fueron fijadas y t ratadas en las condiciones 

descriptas en Materiales y Métodos para la visualización de las m ismas mediante 

m icroscopía de fluorescencia (Figura 16) .  MKP-3 fue detectada tanto en núcleo com o 

en citoplasm a en células no est im uladas.  La est im ulación con 8Br-AMPc aum entó la 

intensidad de la señal específica en ambos com part im entos en forma dependiente del 

t iem po. 
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Figura 1 6 . Análisis de la dist r ibución subcelular  d e la  proteína MKP- 3  en células de Leydig 

MA- 1 0  por  m icroscopía de f luorescencia .   Las células MA-10 se sem braron en cubreobjetos a una 

densidad de 15.000 células/ cm 2.   Al día siguiente fueron pr ivadas de suero por 24 h y luego 

incubadas con 8Br-AMPc (0,5 m M)  durante los t iem pos indicados. A cont inuación las células fueron 

fij adas e incubadas con un ant icuerpo específico ant i-MKP-3 (verde) .  Los núcleos fueron teñidos con 

DAPI  (azul) .  La inm unom arcación fue analizada con un m icroscopio de fluorescencia (panel superior) .  

La intensidad de la fluorescencia de cada célula fue evaluada (80-100 células por t ratam iento) , 

norm alizada cont ra el área correspondiente y expresada en unidades arbit rar ias.  Los datos 

representan la m edia ±  ES de t res experim entos independientes (panel infer ior) .  * , P <  0,05;   * * , P 

<  0,01 vs. t iempo 0. 
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En conjunto, estos resultados dem uest ran que en células MA-10, las horm onas 

LH/ hCG promueven el increm ento tanto de los niveles del ARNm  como de la proteína 

MKP-3, a t ravés de un m ecanism o m ediado por el sistem a AMPc/ PKA 

 

I .3 . Regulación post - t raduccional de MKP- 3  

Determ inamos que la est imulación de las células MA-10 con hCG o un análogo 

del AMPc incrementan los niveles del ARNm y de la proteína MKP-3.  Si bien el 

aum ento de la cant idad de proteína puede ser at r ibuido al aum ento del ARNm , no 

puede desest imarse que exista una regulación post - t raduccional que estabilice la 

proteína.  Para com probar esta posibilidad se hicieron los experimentos que se 

describen a cont inuación. 

 

I .3 .1 . Est ra tegia  para la  sobreexpresión t ransitor i a  de MKP- 3  

Con el fin de determ inar si en células de Leydig LH/ hCG regula los niveles de 

MKP-3 por acción a nivel post - t raduccional, se ut ilizó como est rategia la t ransfección 

t ransitor ia con un vector que cont iene el ADNc de MKP-3 bajo el cont rol de un 

promotor const itut ivo.  Esta est rategia perm ite el análisis de la regulación de los 

niveles de la proteína MKP-3 en forma independiente de la regulación a nivel 

t ranscripcional. 

Para cumplir  este objet ivo se realizó el clonado del ADNc de MKP-3 en el vector 

p3XFLAG-CMV-10.  Este vector t iene la propiedad de generar una proteína de fusión 

con un pépt ido en el ext remo am ino term inal ( flag) , perm it iendo de esta forma 

detectar eficientemente la proteína recombinante mediante Western blot  ut ilizando un 

ant icuerpo específico (ant i- flag) .  Para obtenerla se ext rajo el ARN total de células de 

Leydig MA-10 cult ivadas en presencia de suero (para asegurar la presencia del ARNm 

correspondiente a MKP-3, en este caso inducido por factores presentes en el suero) .  A 

part ir  de este ARN se realizó una reacción de RT-PCR ut ilizando oligonucleót idos 

específicos para amplificar el ADNc de la MKP-3 ( fragm ento de 1,18 kb) .  Este 

fragmento fue clonado en los sit ios de rest r icción Not  I  y EcoRI  del vector m encionado 

(Figura 17, Panel superior) .  Obtenida la const rucción necesaria para la 

sobreexpresión de la proteína de fusión flag-MKP-3 (ver detalles en Materiales y 

Métodos) , ésta fue analizada m ediante un mapa de rest r icción (Figura 17, Panel 

infer ior)  y secuenciación. 
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Figura 1 7 . Esquem a del vector  ut ilizado para la  sobreexpresión de la  proteína f lag- MKP- 3  

en células esteroidogénicas.  Se diseñaron oligonucleót idos específicos para am plificar mediante 

RT-PCR el ADNc del gen MKP-3 de ratón a part ir  del sit io de inicio de la t raducción.  El producto de la 

reacción de PCR (1,18 kb)  fue clonado en los sit io Not  I  y EcoRI  del vector de expresión p3XFLAG-

CMV-10 para generar la proteína de fusión flag-MKP-3 (Panel superior) .  Se corroboró la presencia del 

inserto de 1,18 kb en el vector m ediante digest ión con las enzim as de rest r icción Not  I  y EcoR I  y 

poster ior análisis en gel de agarosa con bromuro de et idio (Panel infer ior) . 
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La t ransfección de las células se realizó ut ilizando el react ivo Lipofectam ina 

2000.  El protocolo de t ransfección involucra un prim er paso de incubación de las 

células con la m ezcla de Lipofectam ina/ ADN en un medio libre de ant ibiót icos durante 

6 horas.  Luego de 24 horas, las células están en condiciones de ser ut ilizadas en los 

diferentes experim entos.  Con este protocolo se obt iene una eficiencia de t ransfección 

del 30%  aproximadam ente, determ inada a part ir  de la t ransfección de las células con 

el vector pRc/ CMV-EGFP, el cual sobreexpresa la proteína verde fluorescente (EGFP)  y 

posterior análisis de las células posit ivas m ediante m icroscopía de fluorescencia. 

Una vez obtenida la const rucción pFLAG-MKP-3, los cult ivos de células de 

Leydig MA-10 fueron t ransfectados t ransitor iam ente con dicho vector.  Al día 

siguiente, las células fueron privadas de suero por 24 horas y luego incubadas en 

presencia o ausencia de 8Br-AMPc durante 2 horas.  Posteriorm ente, se analizaron los 

niveles de MKP-3 para evaluar la funcionalidad del vector diseñado.  Pudim os observar 

que las células t ransfectadas t ransitor iam ente con el vector pFLAG-MKP-3 presentaron 

un incremento en la expresión de la proteína flag-MKP-3. (Figura 18)  
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Figura 1 8 . Sobreexpresión de la  proteína flag-MKP- 3  en células de Leydig MA- 1 0 . Las células 

MA-10 fueron t ransfectadas con el vector pFLAG-MKP-3.  Al día siguiente fueron pr ivadas de suero 

durante 24 horas y luego incubadas con 8Br-AMPc (0,5 m M)  durante 2 horas.  Se evaluó el nivel de 

expresión de la proteína flag-MKP-3 mediante Western blot  ut ilizando un ant icuerpo específico ant i-

flag o ant i-- tubulina com o cont rol de carga.  La figura m uest ra un experimento representat ivo.  

 

I .3 .2 . Efecto de hCG/ AMPc sobre los niveles de la  proteína f lag- MKP- 3  

A cont inuación evaluam os si hCG regula la expresión de MKP-3 mediante un 

m ecanism o post - t raduccional.  Para ello, células de la línea MA-10 fueron 

t ransfectadas t ransitor iam ente con el vector pFLAG-MKP-3 y est im uladas con hCG 

durante dist intos t iempos.  Posteriormente los niveles de la proteína flag-MKP-3 fueron 

evaluados por Western blot  ut ilizando un ant icuerpo ant i- flag.  Dado que la expresión 

de la proteína está bajo cont rol de un prom otor const itut ivo, las diferencias 

observadas ent re las células cont roles y est im uladas se deben a un efecto post -
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t raduccional de dicho est ímulo.  Como se muest ra en la figura 19, el t ratam iento con 

hCG produce un aum ento t ransitor io en los niveles de la proteína flag-MKP-3 (Figura 

19, Panel A) .  El aumento es significat ivo a part ir  de la hora de est imulación, se 

m ant iene hasta las 4 horas y luego decae. Resultados sim ilares se observaron cuando 

las células fueron t ratadas con 8Br-AMPc (Figura 19, Panel B)  
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Figura 1 9 . Efecto de hCG/ 8 Br- AMPc sobr e los niveles de la proteína f lag-MKP- 3 .  Células MA-

10 fueron t ransfectadas t ransitor iam ente con la const rucción p3xFLAG-CMV10/ MKP-3, luego fueron 

pr ivadas de suero durante 24 h e incubadas con hCG 10 ng/ m l ( A)  u 8Br-AMPc 0,5 m M ( B)  durante 

los t iem pos indicados.  Se obtuvieron los lisados celulares y se analizaron por Western blot  con el 

ant icuerpo ant i- flag.  Panel superior:  Resultado representat ivo de t res experim entos independientes.  

Panel infer ior:  Cuant ificación de las bandas por densitometría, expresando flag-MKP-3/β- tubulina en 

unidades arbit rar ias. Los valores representan la media  ES.  El análisis estadíst ico se realizó por 

ANOVA de un factor seguido del test  de Tukey. * , P <  0,05;  * * , P< 0,01 vs. t iem po 0.  
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Con el fin de corroborar que el aumento visto sobre flag-MKP-3 es específico de la 

proteína y que no está siendo afectado por los am inoácidos agregados por el flag, se 

ut ilizó ot ra const rucción con el epitope flag.  Esta perm ite la expresión de la proteína 

recombinante flag-ERK2.  Las células MA-10 fueron t ransfectadas con dicha 

const rucción y t ratadas  con 8Br-AMPc 0,5 mM durante dist intos t iempos.  Luego se 

analizó por Western blot  la expresión de la quimera flag-ERK2 ut ilizando el ant icuerpo 

ant i- flag.  Los resultados m ost raron que la est im ulación con 8Br-AMPc no tuvo efecto 

alguno sobre los niveles de flag-ERK2 (Figura 20) .  Esto demuest ra que el efecto de 

hCG/ AMPc sobre los niveles de flag-MKP-3 es específico de la proteína MKP-3.  
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Figura 2 0 . Efecto de 8 Br- AMPc sobre los niveles de la  proteína f lag- ERK2 .  Células MA-10 

fueron t ransfectadas t ransitor iamente con la const rucción p3xFLAG-CMV10/ ERK2, luego fueron 

pr ivadas de suero durante 24 h e incubadas con 8Br-AMPc 0,5 m M durante los t iem pos indicados.  Se 

obtuvieron los lisados celulares y se analizaron por Western blot  con el ant icuerpo ant i- flag.  La 

intensidad de las bandas se cuant ificó por densitometría.  Panel superior:  Resultado representat ivo de 

dos experimentos independientes.  Panel infer ior:  Cuant ificación de las bandas por densitometría, 

expresando flag-MKP-3/β- tubulina en unidades arbit rar ias.  Los valores representan la m edia  ES. El 

análisis estadíst ico se realizó por ANOVA de un factor seguido del test  de Tukey.  

 

En conjunto, estos resultados sugieren que en células est imuladas, la 

acumulación de flag-MKP-3 se debe probablemente a la estabilización de la proteína 

mediada por PKA. 
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I I . ANÁLI SI S DEL PAPEL FUNCI ONAL DE  MKP- 3  EN LA ACCI ÓN DE LH/ hCG 

SOBRE LAS CÉLULAS DE LEYDI G MA- 1 0   

I I .1 . Diseño y va lidación de la  const rucción ut iliz ada para dism inuir  e l grado 

de expresión de la  proteína MKP- 3   

Una est rategia para dism inuir el nivel de expresión de una proteína consiste en 

la expresión de un ARN de interferencia.  Con el fin de crear el ARN de interferencia 

para MKP-3, se diseñaron oligonucleót idos específicos cuya secuencia es idént ica a 

una región específica del ARNm de MKP-3 (ver Materiales y Métodos) .  Los 

oligonucleót idos fueron clonados en el vector pSUPER.ret ro para obtener la 

const rucción pSUPER.ret ro-MKP-3.  La t ransfección de las células con esta 

const rucción perm ite la expresión de un short  hairpin ARN (shARN)  el cual lleva a la 

degradación específica del ARNm  de MKP-3. 

Con el fin de evaluar la funcionalidad del shARN diseñado, las células de Leydig 

MA-10 fueron t ransfectadas con la const rucción pSUPER.ret ro-MKP-3 (shARN)  o con el 

pSUPER.ret ro vacío (Mock) .  Luego fueron privadas de suero por 24 horas y a 

cont inuación est im uladas con 8Br-AMPc 0,5 mM.  Posteriormente se purificó el ARN y 

se evaluó la expresión del ARN de MKP-3 mediante PCR en t iempo real.  En las células 

que expresan el shARN, la est imulación con 8Br-AMPc provocó un aumento 

significat ivamente menor de los niveles del ARNm de MKP-3 que las células 

t ransfectadas con el vector vacío (Mock)  (Figura 21) .  Esta dism inución resultó ser 

sólo del 30%  con respecto a las células t ransfectadas con el plásm ido vacío y 

est imuladas, lo cual es consistente con el hecho de que la eficiencia de t ransfección en 

dicha línea celular es aproximadamente 30% .  Estos resultados sugieren que la 

const rucción es efect iva para dism inuir la expresión de MKP-3. 
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Figura 2 1 .  Efecto del shARN sobre los nive les del ARNm  de MKP- 3 .   Las células fueron 

t ransfectadas con la const rucción pSUPER.ret ro-MKP-3 para la expresión del shARN específico para el 

bloqueo de la expresión de MKP-3 (shARN)  o con el plásm ido vacío (Mock) .  Luego fueron pr ivadas de 

suero y después de 24 h, est im uladas o no con 8Br-AMPc 0,5 m M durante 2 horas.  El ARN total fue 

aislado y somet ido a t ranscripción reversa y a PCR en t iem po real usando oligonucleót idos específicos 

para MKP-3 y para GAPDH com o control.  Los valores representan la m edia  ES de t res experim entos 

independientes realizados por duplicado. El análisis estadíst ico se realizó por ANOVA de un factor 

seguido del test  de Tukey. * * , P <  0,01 vs. células Mock est im uladas.  

 

 Ot ra est rategia para confirmar la efect ividad de la const rucción consist ió  en 

determ inar en qué medida la expresión de la const rucción es capaz de reducir el nivel 

de la proteína recom binante.  Para ello, las células de Leydig MA-10 fueron 

t ransfectadas con el plásm ido pFLAG-MKP-3, para la expresión de flag-MKP-3, en 

conjunto con el plásm ido pSUPER.ret ro-MKP-3 o pSUPER.ret ro vacío.  Luego fueron 

privadas de suero y luego de 24 horas est im uladas con 8Br-AMPc (0,5 mM).  Al 

térm ino de la est imulación las células fueron lisadas y las proteínas totales analizadas 

por Western blot  con el ant icuerpo ant i- flag.  Como se puede ver en la figura 22, en el 

shARN redujo los niveles de la proteína flag-MKP-3 en com paración con las células que 

no lo expresan (Mock)   
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Figura 2 2 . Análisis de la  funcionalidad del shARN p ara MKP- 3 .   Las células fueron t ransfectadas 

con la const rucción pFLAG-MKP-3 en conjunto con el plásm ido pSUPER.ret ro-MKP-3 (shARN) o con el 

plásm ido vacío (Mock) .  Luego fueron privadas de suero por 24 h y est imuladas o no con 8Br-AMPc 

0,5 m M.  Las células fueron lisadas y las proteínas totales fueron analizadas mediante Western blot  

con un ant icuerpo ant i- flag. Los valores representan la media  ES de dos experimentos 

independientes realizados por duplicado. 

 

I I .2 . Efecto del n ive l de expresión de MKP- 3  sobre e l grado de fosfor ilación de 

ERK1 / 2  

Se ha dem ost rado que MKP-3 desfosforila específicamente a ERK1/ 2 y que en 

condiciones basales ret iene a ERK1/ 2 en la forma desfosforilada en el citoplasma 

(Karlsson y col., 2004).  A cont inuación describimos los experimentos que realizamos 

para evaluar el efecto de la sobreexpresión de MKP-3 sobre el grado de act ivación de 

ERK1/ 2 m ediante Western blot .   

Las células MA-10 fueron t ransfectadas con el plásm ido pFLAG-MKP-3 o con el 

plásm ido vacío.  Luego fueron privadas de suero por 24 horas y est imuladas con 8Br-

AMPc durante los t iem pos indicados.  Las células fueron lisadas y las proteínas fueron 

analizadas m ediante Western blot  ut ilizando un ant icuerpo ant i-P-ERK1/ 2.  

Observam os que en todos los t iem pos de est im ulación con 8Br-AMPc (20, 60 y 120 

m inutos)  el nivel de fosforilación de ERK1/ 2 es m enor en las células que 

sobreexpresan la proteína MKP-3 respecto de las células cont roles t ransfectadas con el 

plásm ido vacíon (Mock) .  Por el cont rar io, en las células que sobreexpresan el shARN 
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de MKP-3, el t ratam iento con AMPc fue capaz de increm entar los niveles de fosfo-

ERK1/ 2 (Figura 23) . 

Este resultado demuest ra que la proteína MKP-3 sobreexpresada es funcional 

ya que reduce la act iv idad de ERK1/ 2 promovida por AMPc.  También confirmamos la 

funcionalidad del shARN de MKP-3, ya que produce un m ayor nivel de act ivación de 

ERK1/ 2 frente a la est imulación con AMPc y además prolonga el m arco temporal de 

acción de esta quinasa. 
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Figura 2 3 .  Efecto de la  sobreexpresión y e l silenc iam iento de MKP- 3  sobre los niveles de P-

ERK .   Las células fueron t ransfectadas con el plásm ido pFLAG-MKP-3 para la sobreexpresión de flag-

MKP-3 (MKP-3)  o con el plásm ido vacío (Mock)  (A ) ,  o con el pSUPER-ret ro-MKP-3 para la expresión 

del shARN cont ra MKP-3 (shARN)  o el vector vacío (Mock)  (B) .  Luego las células fueron privadas de 

suero por 24 h y est imuladas con 8Br-AMPc 0,5 mM por los t iem pos indicados.  Las células fueron 

lisadas y los niveles de P-ERK1/ 2 o ERK1/ 2 total fueron analizados por Western Blot .  La figura 

m uest ra un Western blot  representat ivo de cada caso.  Cada experim ento fue realizado t res veces con 

resultados sim ilares.   

 

I I .3 . Efecto de MKP- 3  sobre la  expresión de p2 1  en células de Leydig MA- 1 0  

En general, es aceptado que los sust ratos de las MKPs son las las MAPK.  Sin 

em bargo, hay algunas evidencias que sugieren que las MKPs pueden desfosforilar in 

vivo sust ratos diferentes a las MAPKs (Huang y Tan, 2012) .  Por ejemplo, como se 
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mencionó en la int roducción de este t rabajo, MKP-3 interactúa con la proteína FOXO1 

y prom ueve su desfosforilación.  Este evento lleva a la t ranslocación de FOXO1 al 

núcleo donde interviene en la act ivación de genes de la gluconeogénesis (Jiao y col., 

2012;  Wu y col., 2010) .   FOXO1 part icipa en la regulación de genes relacionados no 

sólo con el cont rol del m etabolismo sino tam bién con ot ros procesos, com o por 

ejemplo el arresto del ciclo celular a t ravés de la inducción del inhibidor del ciclo 

celular p21 (Roy y col., 2010) .  Por lo tanto, nosot ros postulamos que la act ivación del 

RLH podría modular la expresión de p21 como mecanismo para cont rolar la 

proliferación de las células de Leydig y que MKP-3 podría intervenir en esta regulación 

a t ravés de desfosforilación de FOXO1.  Los siguientes experim entos fueron planeados 

con el fin de dem ost rar esta hipótesis.  

 

I I .3 .1 . Análisis del efecto de hCG y AMPc sobre la  expresión de p2 1   

Con el fin de determ inar el efecto de la act ivación del RLH sobre la expresión 

de p21 se evaluó el efecto de 8Br-  AMPc sobre la expresión de dicho gen.  Evaluam os 

los niveles del ARNm de p21 mediante PCR en t iempo real, ut ilizando oligonucleót idos 

específicos para p21.  Las células de Leydig MA-10 fueron privadas de suero durante 

24 horas y luego est im uladas durante dist intos t iem po con 8Br-AMPc 0,5 mM.  A 

cont inuación se purificó el ARN total y se evaluaron los niveles de ARNm  de p21 y de 

GAPDH (cont rol) .  Los resultados most raron que el 8Br-AMPc produce un aum ento 

t ransitor io en los niveles de dicho mensajero.  Los niveles se incrementan 

significat ivamente a part ir  de las 2 horas, t iempo en el que se regist ra el m áximo 

increm ento (2,5 veces respecto al cont rol) , y retornan a los niveles basales luego de 6 

horas de t ratam iento (Figura 24) . 
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Figura 2 4 . Aum ento de los nive les de ARNm  de p2 1  po r  8 Br-AMPc.   Las células fueron privadas 

de suero durante 24 h y luego incubadas con 8Br-AMPc 0,5 mM durante los t iempos indicados.  EL 

ARN total fue purificado y som et ido a t ranscripción reversa con oligonucleót idos específicos para p21 

y para GAPDH.  Los datos representan la media ±  ES de t res experimentos independientes. * * * , P <  

0,001 y * * , P <  0,01 vs t iem po 0, por ANOVA seguido de test  de Tukey. 

 

Seguidam ente com param os el efecto de 8Br-AMPc (0,5 m M)  y hCG (10 ng/ m l)  

sobre la inducción de p21.  Los resultados obtenidos most raron que la est imulación 

con la horm ona o con 8Br-AMPc (2 h)  produce un aum ento de sim ilar m agnitud sobre 

los niveles del ARNm de p21 (Figura 25) . 
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Figura 2 5 .  Efecto de hCG y 8 Br- AMPc sobre los nive les de ARNm  de p2 1 .   Las células fueron 

incubadas con hCG (10ng/ m l)  u 8Br-AMPc (0,5 mM) durante 2 horas.  EL ARN total fue purificado y 

som et ido a t ranscripción reversa con oligonucleót idos específicos para p21 y para GAPDH.  Los datos 

representan la media ±  ES de t res experimentos independientes. * * ,P <  0,01 vs cont rol, por ANOVA 

seguido de test  de Tukey. 
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Dado que la hormona y el derivado del AMPc producen un aum ento de sim ilar 

magnitud en los niveles del ARNm, los experimentos siguientes se realizaron 

est imulando las células con el derivado del AMPc.  

 

I I .3 .2 . Análisis del e fecto de MKP- 3  sobre la  expre sión de p2 1   

Después de haber comprobado que la est imulación del RLH conduce a un 

aumento de los niveles del ARNm correspondiente a p21, analizamos si este efecto es 

modulado por la expresión de MKP-3.  Para ello, las células fueron t ransfectadas con el 

plásm ido pSUPER.ret ro-MKP-3 (shARN) o pSUPER.ret ro vacío (Mock) , posteriormente 

fueron privadas de suero por 24 horas y est im uladas con 8Br-AMPc durante 2 horas.  

El ARN fue purificado y analizado por PCR en t iempo real.  Como se muest ra en la 

figura 26 la dism inución de la expresión de MKP-3 por m edio de shARN reduce el 

efecto del AMPc sobre los niveles de ARNm de p21.  Estos resultados sugieren que la 

expresión de MKP-3 estaría involucrada en el mecanismo que regula la expresión de 

p21 est im ulada por AMPc. 
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Figura 2 6 . Aum ento de los nive les de ARNm  de p2 1  po r   8 Br- AMPc m ediante un m ecanism o 

dependiente de MKP- 3 .   Las células fueron t ransfectadas con el plásm ido pSUPER.ret ro-MKP-3 para 

la expresión de shARN cont ra MKP-3 (shARN)  o con el vector vacío (Mock)  y poster iormente 

incubadas con 8Br-AMPc 0,5 m M durante 2 h.  EL ARN total fue purificado y som et ido a t ranscripción 

reversa con oligonucleót idos específicos para p21 y para GAPDH.  Los datos representan la media ±  

ES de t res experimentos independientes. * * * , P <  0,001 vs Mock  sin t ratar;  * * , P <  0,01 vs Mock 

t ratadas con 8Br-AMPc, por ANOVA seguido de test  de Tukey. 
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Los resultados precedentes m uest ran que MKP-3 promueve la expresión de 

p21, sin em bargo desconocem os el mecanismo molecular que explica este efecto. Una 

posibilidad involucra la desfosforilación y act ivación de FOXO1 por MKP-3.  Aunque 

muy someramente nosot ros hemos analizado esa posibilidad, para lo cual evaluamos 

los niveles de FOXO1 fosforilado (P-FOXO1)  en función del t iempo de est imulación con 

8Br-AMPc. Dado que FOXO1 es fosfor ilado por AKT (Martelli y col., 2012) , analizamos 

también los niveles de la forma fosforilada y act iva de esta quinasa.  Un ensayo 

prelim inar most ró un incremento rápido de los niveles de la forma fosforilada de AKT 

(P-AKT)  y un increm ento t ransitor io de los niveles de la forma fosforilada de FOXO1 

(Figura 27) .  El incremento inicial en la fosforilación de FOXO1 puede ser el resultado 

de la act ivación de AKT m ient ras que la poster ior desfosforilación podría involucrar la 

part icipación de MKP-3.  De todas maneras es importante destacar que estos 

resultados son prelim inares y no t ienen valor estadíst ico como para aseverar una 

acción de MKP-3 sobre FOXO1/ p21.  
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Figura 2 7 . Efecto del AMPc sobre los nive les de P- F OXO y P-AKT.   Las células fueron privadas 

de suero por 24 h y est imuladas o con 8Br-AMPc 0,5 m M por los t iem pos indicados.  Las células 

fueron lisadas y las proteínas totales fueron analizadas m ediante Western blot  con un ant icuerpo ant i-

P-FOXO, ant i-PAKT T308, ant i-P-AKT S473 o ant i - tubulina.  La figura m uestra un Western blot  

representat ivo de cada caso.  Cada experimento fue realizado dos veces con resultados sim ilares.   
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I I I . REGULACI ÓN DE MKP- 1  EN CÉLULAS de LEYDI G MA- 1 0 : I MPLI CANCI A EN 

LA EXPRESI ÓN GÉNI CA  

I I I .1 . Determ inación de la  estabilidad de la  proteí na MKP- 1  

En nuest ro laborator io, se ha demost rado que hCG regula la expresión a nivel 

t ranscripcional de MKP-1.   Se dem ost ró que LH/ hCG regula est r ictamente la expresión 

de esta fosfatasa por un efecto a nivel t ranscripcional como así también promoviendo 

m odificaciones post - t raduccionales que afectan la v ida m edia de la proteína.  Adem ás, 

la inducción de MKP-1 cont r ibuye a acotar el marco temporal de act ividad de ERK1/ 2, 

evento que promueve el cierre de la acción hormonal sobre la inducción de genes 

dependientes de ERK1/ 2 que son im portantes para el proceso esteroidogénico.  

Finalmente estos eventos disparados por la inducción de MKP-1 llevan a frenar la 

producción de esteroides  (Brion y col., 2011) . 

Se dem ost ró que en células MA-10 que sobreexpresan la proteína flag-MKP-1, 

hCG y AMPc aum entan los niveles de la proteína conforme aumenta el t iempo de 

est imulación, detectando un máximo a las 2 h del t ratam iento.  Esto indicó que 

hCG/ AMPc prom ueve la estabilización de la proteína ya que la t ranscripción del gen es 

regulada, en este caso, por un prom otor const itut ivo (Brion y col, 2011) .  La siguiente 

pregunta fue cuál era la modificación post- t raduccional provocada por el t ratam iento 

horm onal que conducía a la estabilización de la proteína. 

El análisis de la secuencia am inoacídica de MKP-1 revela var ios potenciales 

sit ios consenso de fosforilación por diferentes quinasas.  Sin embargo, la fosforilación 

en células intactas se rest r inge a un núm ero lim itado de sit ios, ent re ellos los residuos 

S359 y S364 del ext remo carboxilo term inal.  La fosforilación en estos sit ios por acción 

de ERK1/ 2 impide la degradación de MKP-1 por el proteosoma (Brondello y col 1999) .  

Por ot ro lado, hay t rabajos que dem uest ran que la act ivación de ERK1/ 2 induce la 

degradación de MKP-1 promoviendo la fosforilación en los residuos S296 y S323 (Choi 

y col., 2006) .   Por lo tanto, nos interesó determ inar en qué medida la fosforilación en 

los sit ios que confieren estabilidad (S359 y S364)   e inestabilidad (S296 yS323)   

cont r ibuyen al aum ento en los niveles de flag-MKP-1 y de esta m anera infer ir  acerca 

de los mecanismos que regulan la inducción post - t raduccional de MKP-1 por 

hCG/ AMPc.  Con ese fin obtuvimos, por mutagénesis sit io dir igida a part ir  del plásm ido 

pFLAG-MKP-1, las const rucciones  doblemente m utada en dichos sit ios, pFLAG-MKP-1-

S359A-S364A  y pFLAG-MKP-1-S296A-S323A.  Luego se analizó el efecto de la 

est im ulación con 8Br-cAMP sobre los niveles de las quimeras. 
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Las células de Leydig de la línea MA-10 fueron t ransfectadas con las 

const rucciones para la expresión de la proteína flag-MKP-1 wild type  (WT)  o sus 

formas doblemente mutadas.  Al día siguiente fueron privadas de suero y luego de 24 

h fueron incubadas con 8Br-AMPc durante 30 m inutos.  Luego se agregó al m edio de 

cult ivo ciclohexim ida (CHX, 2 μg/  μl)  durante t iem pos variables y, al térm ino de las 

incubaciones, se obtuvieron los lisados celulares (Figura 28) .  Posteriormente, los 

niveles de la proteína flag-MKP-1 o de sus variantes fueron evaluados por Western 

blot  ut ilizando un ant icuerpo ant i- flag.  
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Figura 2 8 . Esquem a del t ratam iento de las células p ara e l aná lisis de la  estabilidad de f lag-

MKP- 1 .   Células MA-10 fueron t ransfectadas con los plásm idos correspondientes y luego pr ivadas de 

suero por 24 h.  Seguidam ente se agregó al m edio de cult ivo 8Br-AMPc (0,5 m M)  y 30 m inutos 

después, ciclohexim ida (CHX, 2 μg/  μl) .   A diferentes t iem pos de t ratam iento las células se 

procesaron para analizar los niveles de las proteínas recom binantes. 

 

Los resultados m ost raron que las form as doblem ente m utadas poseen un 

t iempo de vida media diferente a la forma WT.  La forma mutada en los sit ios S359 y 

S364 se degrada más rápidamente que la forma WT (Figura 29) .  El análisis de los 

niveles de la forma mutada flag-MKP-1-S296A-S323A reveló que ésta  t iene un t iem po 

de vida m edia m ayor que la form a WT (Figura 30) .  

Estos resultados sugieren que la estabilidad de la proteína MKP-1 depende de 

la fosfor ilación de la m ism a en dist intos sit ios específicos, los cuales pueden cont r ibuir 

a la acumulación o la degradación de la m isma.  Dado que la vida m edia de flag-MKP-

1 WT es mayor que la de la forma flag-MKP-1 S359A-S364A y menor que la de la flag-

MKP-1 S296A-S323A, se infiere que la estabilidad inducida por hCG/ AMPc de  MKP-1 

representa el balance neto de los efectos que produce la fosforilación en los cuat ro 

sit ios m encionados.  
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Figura 2 9 . Análisis del efecto de la  fosfor il ación en S3 5 9  y S3 6 4  sobre la  estabilidad de 

f lag-MKP- 1 .   Células MA-10 fueron t ransfectadas con los plásm idos pFLAG-MKP1 WT ó pFLAG-MKP-

1-S359A-S364A y luego privadas de suero por 24 h.  Seguidam ente se agregó al m edio de cult ivo 

8Br-AMPc y 30 m inutos después, ciclohexim ida (CHX, 2 μg/  μl) .  A diferentes t iempos de t ratam iento 

las células se procesaron para analizar los niveles de las proteínas recom binantes por Western blot  

con el ant icuerpo ant i- flag. La intensidad de las bandas se cuant ificó por densitometría.  Los niveles 

de - tubulina fueron analizados com o cont rol de carga, obteniendo bandas de sim ilar intensidad 

ópt ica en todas las calles (Datos no m ost rados) .  Panel superior:  Resultado representat ivo de t res 

experimentos independientes.  Panel infer ior:  Cuant ificación de las bandas por densitometría, 

expresando los niveles de las proteínas recom binantes en unidades arbit rar ias.  Los datos 

representan la m edia ±  ES.  El análisis estadíst ico se realizó por ANOVA de un factor seguido del test  

de Tukey. * *  ,P <  0,01;  * * * , P <  0,001 vs flag-MKP-1 WT con el m ismo t iempo de t ratam iento.  

 

Por ot ro lado, en nuest ro laborator io ha sido demost rado que MKP-1 modula la 

expresión de genes relacionados con la esteroidogénesis.  Part icularmente, la 

inducción de MKP-1 se asocia con una reducción del efecto del AMPc sobre la inducción 

de la proteína StAR.  En vista de los resultados que m uest ran que la fosforilación 

prom ovida por hCG/ AMPc vía ERK1/ 2 afecta la acum ulación de MKP-1, postulam os que 

esta fosforilación de MKP-1 se reflejará en la acción de la m isma sobre StAR o los 

factores que median la inducción de esta proteína, como se verá en la sección 

siguiente.  
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Figura 3 0 . Análisis del efecto de la  fosfor il ación en S2 9 6  y S3 2 3  sobre la  estabilidad de 

f lag-MKP- 1 .   Células MA-10 fueron t ransfectadas con los plásm idos pFLAG-MKP1 WT ó pFLAG-MKP-

1-S296A-S323A y luego privadas de suero por 24 h.  Seguidam ente se agregó al m edio de cult ivo 

8Br-AMPc y 30 m inutos después, ciclohexim ida (CHX, 2 μg/  μl) .   A diferentes t iempos de t ratam iento 

las células se procesaron para analizar los niveles de las proteínas recom binantes por Western blot  

con el ant icuerpo ant i- flag. La intensidad de las bandas se cuant ificó por densitometría.  Los niveles 

de - tubulina fueron analizados com o cont rol de carga, obteniendo bandas de sim ilar intensidad 

ópt ica en todas las calles (Datos no m ost rados) .  Panel superior:  Resultado representat ivo de t res 

experimentos independientes.  Panel infer ior:  Cuant ificación de las bandas por densitometría, 

expresando los niveles de las proteínas recom binantes en unidades arbit rar ias.  Los datos 

representan la m edia ±  ES.  El análisis estadíst ico se realizó por ANOVA de un factor seguido del test  

de Tukey. * , P <  0,05;  * * *  P <  0,001 vs flag-MKP-1 WT con el m ismo t iempo de t ratam iento. 

 

I I I .2 . Efecto de la  est im ulación con 8 B r- AMPc sobre la  expresión de NUR7 7  

En nuest ro laborator io se ha demost rado que, en células de Leydig de la línea 

MA-10, la expresión de MKP-1 reduce los niveles del ARNm de STARD1, la act ividad 

del promotor del gen STARD1 y, consecuentemente, la síntesis de esteroides (Brion y 

col, 2011) . 

Se sabe que la inducción del gen STARD1 requiere la regulación dependiente 

de LH/ AMPc de varios factores de t ranscripción com o el factor esteroidogénico 1 (SF1)  
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y NUR77 (Mart in y Trem blay, 2009) .  Dado que se ha docum entado que la inducción 

del gen  NUR77 precede la inducción del gen STARD1 (Mart in y col., 2008)  y que, en 

ot ros sistemas, la inducción de NUR77 es dependiente de ERK1/ 2, nos interesó 

analizar la expresión de NUR77 y su dependencia con ERK1/ 2 en células de Leydig 

est im uladas con AMPc.  Las células MA-10 fueron privadas de suero durante 24 horas 

y luego est imuladas con 8Br-AMPc (0,5 mM) durante los t iempos indicados.   Los 

niveles de NUR77 fueron analizados por PCR en t iempo real.  La cinét ica de inducción 

de NUR77 most ró un incremento significat ivo (15 veces respecto al cont rol)  a part ir  

del menor t iempo analizado (0,5 h) .  El efecto alcanza su valor máximo luego de 1 

hora de est imulación, y luego empieza a decaer (Figura 31) . 
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Figura 3 1 . Aum ento de los niveles de ARNm  de NUR7 7   por   8 Br- AMPc   Las células fueron 

incubadas con 8Br-AMPc durante los t iem pos indicados EL ARN total fue purificado y somet ido a 

t ranscripción reversa con oligonucleót idos específicos para NUR77 y para GAPDH.  El gráfico muest ra 

la relación de intensidades NUR77/ GAPDH en unidades arbit rar ias.  Los datos representan la media ±  

ES de dos experimentos independientes.  El análisis estadíst ico se realizó por ANOVA de un factor 

seguido del test  de Tukey. * , P <  0,05;   * * , P <  0,01;  * * *  P <  0,001 vs t iem po 0 de est im ulación.  

 

Luego se invest igó la capacidad del AMPc de inducir la expresión de NUR77 en 

condiciones en las que se bloquea la act ivación de ERK1/ 2.  Se evaluaron los niveles 

del ARNm correspondiente a NUR77 en células que se preincubaron con o sin el 

inhibidor PD98059 y luego se est imularon con 8Br-AMPc durante 1 hora, t iempo de 

m áxim a inducción. 
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El análisis por PCR en t iempo real most ró que el 8Br-AMPc incrementa los 

niveles del mensajero correspondiente a NUR77 y que el inhibidor PD98059 dism inuye 

la magnitud de este efecto (Figura 32) .  Este hecho sugiere que el m ecanismo por el 

cual el AMPc dispara la inducción de NUR77  involucra la act ividad de ERK1/ 2. 
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Figura 3 2 . Efecto de ERK1 / 2  sobre los niveles del A RNm  de NUR7 7  en células de Leydig 

MA- 1 0 .  Las células MA-10 fueron privadas de suero durante 24 h, luego fueron est im uladas con 8BR-

AMPc 0,5 mM durante 1 h, en presencia o ausencia PD98059 (50 μM).  Los niveles de ARNm 

correspondientes a NUR77 y GAPDH (cont rol)  se analizaron por PCR en t iempo real.  El gráfico 

m uest ra la relación de intensidades NUR77/ GAPDH en unidades arbit rar ias.  Los datos representan la 

m edia ±  ES de t res experim entos independientes. # # # , P <  0,001 vs Control en ausencia de 

PD98059;  * * , P <  0,01 vs células est imuladas con 8Br-AMPc en ausencia de PD98059, por ANOVA 

seguido de test  de Tukey. 

 

Estos resultados sugieren que la inhibición que produce la expresión de  MKP-1 

sobre la inducción del gen STARD1 (Brion y col, 2011)  se debería, al menos en parte, 

a la capacidad de la fosfatasa de reducir la act ividad de ERK1/ 2 y consecuentem ente, 

la inducción de NUR77. 

El hecho de que el mensajero de NUR77 se incremente por acción del AMPc en 

forma dependiente de la act ividad de ERK es compat ible con resultados previos de 

nuest ro laboratorio (Laura Brion, Tesis Doctoral 2010) .  En ese t rabajo se dem ost ró 

que el 8Br-AMPc incrementa la act ividad del promotor NUR77 y que la sobreexpresión 

de MKP-1 reduce este efecto, m ient ras que el bloqueo de la expresión de MKP-1 t iene 

un efecto cont rar io.  Por lo tanto, se infiere que la inducción de este factor de 
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t ranscripción se modificará por aquellos factores que m odifiquen la inducción de MKP-

1, como por ejemplo la fosforilación y consecuente estabilización. 

En párrafos anteriores most ramos que las form as m utadas de MKP-1 en sit ios 

de fosforilación por ERK específicos altera la estabilidad de la proteína.  En part icular, 

las quim eras flag-MKP-1 S359A-S364A y flag-MKP-1 S296A-S323A m ost raron tener 

m enor y m ayor estabilidad respect ivam ente com paradas con flag-MKP-1 WT.  Por lo 

tanto, pensam os que cada una de estas m utantes podría modificar la act ividad del 

prom otor de NUR77 de diferente m anera. 

A cont inuación evaluamos el efecto de la sobreexpresión de dichas quim eras 

sobre la act ividad del prom otor de NUR77.  Las células MA-10 fueron co- t ransfectadas 

con los vectores pGL-3-NUR77 y pFLAG-MKP-1 WT o pFLAG-MKP-1-S359A-S364A  o 

pFLAG-MKP-1-S296A-S323A o el vector vacío (Mock) .  Al día siguiente fueron privadas 

de suero por 24 horas y est im uladas luego con 8Br-AMPc (0,5 m M) durante 4 horas.  

Finalmente, fueron procesadas para la determ inación de la act ividad de luciferasa. 

Los resultados most raron que tanto la MKP-1 WT com o la m utante en S296 y 

S323 dism inuyen el efecto del AMPc sobre la act ividad del promotor de NUR77.  Sin 

embargo, la mutante en S359A-S364A no es capaz de producir este efecto.  Este 

resultado es congruente con el hecho de que la forma m utada S296A-S323A posee 

mayor t iempo de vida media que la forma WT;  m ient ras que la mutante S359A-S364A 

es degradada más rápidamente que la WT. (Figura 33)  
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Figura 3 3 . Efecto de la  sobreexpresión de MK P- 3  sobre la  act ividad del prom otor  de NUR7 7 .  

Células MA-10 fueron t ransfectadas con los plásm idos pFLAG-MKP1 WT, pFLAG-MKP-1-S296A-S323A,  

pFLAG-MKP-1-S359A-S364A o con el vector vacío (Mock)  junto con el plásm ido pGL3-NUR77.  Luego 

las células fueron privadas de suero por 24 h y est imuladas con 8Br-AMPc 0,5 mM durante 4 h.  Se 

obtuvieron los lisados celulares y se m idió la act ividad de luciferasa.  Cada valor fue norm alizado 

respecto de la act ividad de luciferasa de Renilla.   Los datos expresan la media ±  ES de t res 

experimentos independientes. * * , P <  0,01;  *  ,P <  0,05 vs  Células Mock est im uladas con 8Br-AMPc. 

 

En síntesis, los resultados presentados dem uest ran que, com o se observa en 

ot ros sistemas, la expresión del factor de t ranscripción NUR77 es dependiente de la 

act ividad de ERK y por lo tanto, es suscept ible a la modulación por MKP-1.  I ncluso los 

factores que pueden promover la inducción o degradación de MKP-1 im pactan en la 

expresión de NUR77. 
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Conclusiones y Discusión 

I . EXPRESI ÓN Y FUNCI ÓN DE MKP- 3  EN CÉLULAS DE LEYDI G  

En este t rabajo se han analizado aspectos regulatorios y funcionales de la 

MAPK fosfatasa MKP-3 en células de Leydig bajo el est ímulo de GC (hCG) , hormona 

que act iva al receptor de LH (RLH) .  El presente estudio pone en evidencia, por 

primera vez, que la act ivación del RLH regula la expresión de MKP-3, una enzima 

citoplasmát ica que se induce exclusivamente por est ím ulos proliferat ivos.  En 

concordancia con estos hallazgos, se dem ostró que la act ivación del RLH conduce a 

la inducción de p21, un  inhibidor de la proliferación, y que la expresión de MKP-3 

part icipa en este proceso. 

Es conocido que la proliferación y la diferenciación de las células de Leydig 

fetales son independientes de LH (Christensen y Peacock KC, 1980;  Teerds y col., 

1988) .  Sin em bargo, la proliferación y la diferenciación de las células de Leydig 

postnatales son altamente dependientes de LH.  Por ejemplo, ratones con bajos 

niveles de LH o con RLH no funcionales presentan hipoplasia de células de Leydig, 

hipoandrogenismo e infert ilidad (Zhang y col., 2001, Lei y col., 2001;  

O´ Shaughnessy y col., 1998) .  Esta capacidad de LH para est imular la proliferación y 

la diferenciación de células de Leydig y para inducir hiperplasia de este t ipo celular 

en roedores se conoce desde hace muchos años (Christensen y Peacock KC, 1980;  

Teerds y col., 1988) .  Todos estos datos perm it ieron postular que la act ivación del 

RLH act iva cascadas de señalización que prom ueven la proliferación de las células de 

Leydig. 

Aunque el AMPc es el mediador m ás importante de las acciones de LH (Ascoli 

y col.,  2002) , las vías de t ransducción de señales que m edian la acción de esta 

horm ona sobre la proliferación y diferenciación de la población postnatal de células 

de Leydig se comenzaron a dilucidar más recientemente.  Actualmente está bien 

docum entado que una de las consecuencias de la act ivación del RLH en células de 

Leydig es la act ivación del eje MEK1/ 2-ERK1/ 2 (Shiraishi y Ascoli,  2007) .  Se conoce 

adem ás que ERK1/ 2 part icipa tanto en la regulación de la síntesis de esteroides 

(Gyles y col., 2001) ,  como en la proliferación y/ o la supervivencia de las células de 

Leydig (Shiraishi y Ascoli,  2007) .  Mucho m ás recientem ente se ha dem ost rado que 

la act ivación del RLH prom ueve la expresión de m iem bros de la fam ilia de las MKPs.  

En part icular, nuest ro grupo de t rabajo ha demost rado que, en células de Leydig MA-

10, la est imulación del RLH provoca la inducción de las isoformas nucleares MKP-1 y 

MKP-2 (Brion y col., 2011, Góm ez y col., 2013) , enzim as que se inducen por 
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diferentes t ipos de est ímulos y que desfosforilan a los m iembros de los t res 

subgrupos de MAPKs.  El presente t rabajo demuest ra, por pr imera vez, que la 

act ivación del RLH regula también la expresión de la isoforma MKP-3.  

MKP-3, producto del gen DUSP6, es una enzim a citoplásm ica inducida por 

diferentes est ímulos proliferat ivos pero no por ot ro t ipo de est ímulos como el est rés 

ambiental.  Además MKP-3 está descripta como una fosfatasa altamente específica 

para la atenuación de la señalización de la quinasa ERK1/ 2 (Zhao y Zhang, 2001) .  

En concordancia con estos conceptos, ratones con expresión deficiente de MKP-3 

presentan una mayor fosforilación basal de ERK1/ 2 (Maillet  y col.,  2008) .  El ARNm  

de MKP-3 exhibe una expresión t isular diferencial y diferentes est ím ulos 

proliferat ivos incrementan los niveles de este mensajero (Muda y col., 1996;  Cam ps 

y col., 2000) .  En este t rabajo demost ramos que, en células de Leydig MA-10, el 

nivel basal del ARNm de MKP-3 es bajo pero detectable y que LH/ hCG produce un 

aumento t ransitor io del m ismo.  El 8Br-AMPc, un derivado perm eable del segundo 

mensajero de la acción hormonal, produce un efecto cuant itat ivam ente sim ilar y con 

el m ismo curso temporal que la hormona.  Aquí dem ost ram os que la horm ona y el 

AMPc producen un aumento significat ivo del mensajero luego de t iempos cortos de 

est im ulación (2 horas) .  Num erosos t rabajos m uest ran que la cinét ica de inducción 

de MKP-3 varía ampliamente en los diferentes sistemas.  Así por ejemplo en células 

PC12 (derivadas de un feocromocitoma de médula adrenal de rata) , la est imulación 

con NGF incrementa el mensajero de MKP-3 a part ir  de la hora de est imulación 

(efecto m áxim o a las 3 horas)  (Cam ps y col, 1998) .  Sim ilar resultado se observó en 

células de la línea rH- rasMCF10A, células de epitelio mamario humano que 

sobreexpresan RAS, bajo est imulación con el éster de forbol TPA o con EGF (Zeliadt  

y col.,  2008) .  En ciertos casos la inducción de MKP-3 se detecta sólo después de un 

t iem po prolongado de exposición al est ímulo (> 12 horas) , en part icular en células de 

la granulosa indiferenciadas la est imulación con TGF provoca la inducción de MKP-5 

a las 3 horas y luego de 20 horas, provoca la inducción de MKP-3 (Woods y Johnson, 

2006) .  Por ot ro lado, en ciertos t ipos celulares MKP-3 se expresa const itut ivam ente, 

como por ejemplo en fibroblastos (Dowd y col., 1998) .  Tales discrepancias pueden 

deberse a diferencias en la expresión de la maquinaria t ranscripcional y la 

operat ividad de las redes de señalización en los dist intos t ipos celulares. 

Hemos demost rado que el aumento del ARNm de MKP-3 por hCG/ AMPc es 

dism inuido por la presencia del inhibidor de la t ranscripción act inom icina D.  Por ello 
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infer im os que la acum ulación del m ensajero promovida por el est ímulo hormonal es 

consecuencia de la act ivación génica.  En ot ros sistemas el aumento del mensajero 

resulta, al menos en parte, consecuencia de su estabilización.  Por ejem plo, se ha 

demost rado que en condiciones de hipoxia el ARNm de MKP-3 se acum ula como 

consecuencia de un m ecanismo de regulación post - t ranscripcional dependiente de 

ERK1/ 2. (Berm udez y col.,  2011) .  Por ot ro lado, también se ha demost rado la 

desestabilización del mensajero, en part icular el óxido nít r ico provoca este efecto 

(Rössig y col., 2000) .   En nuest ro sistem a, hCG y 8Br-AMPc regulan los niveles del 

mensajero de MKP-3 sin cambios en la vida media del m ism o y por una acción a 

nivel t ranscripcional con la part icipación de la vía MEK/ ERK.  Al respecto se ha 

descrito la presencia en la región promotora de MKP-3 de un sit io conservado de 

unión a los reguladores de la t ranscripción de la fam ilia de los Ets (E twenty-six) ,  

factores que son blanco de acción de ERK1/ 2 (Ekerot  y col.,  2008) .   En part icular la 

regulación de la expresión de MKP-3 por FGF involucra la unión de Et2 a la región 

promotora del gen (Ekerot  y col., 2008) . 

En células de Leydig MA-10, la inhibición de MEK con PD98059 reduce el 

efecto del AMPc sobre los niveles del ARNm de MKP-3.  Sin em bargo, la reducción 

sólo alcanza al 50% , lo que significa que eventos dependientes de PKA −e 

independientes de ERK1/ 2− tam bién tendrían una cont r ibución en la inducción de la 

expresión del gen. 

Ut ilizando un ant icuerpo dir igido cont ra la forma humana de MKP-3, 

altamente homóloga a la forma murina, analizamos la proteína MKP-3 por Western 

blot  y por inmunocitoquím ica.  El análisis por inmunocitoquím ica most ró una señal 

débil en células cont roles que se intensificó significat ivam ente luego de las 2 horas 

de est im ulación con 8Br-AMPc y cont inuó elevada hasta las 6 horas. La señal fue 

detectada tanto en el citoplasma como en el núcleo, aun cuando MKP-3 se considera 

una proteína citosólica.  Por ot ro lado, m ediante Western blot , se detectó un 

aum ento de la proteína endógena respecto de los niveles cont roles, aunque los 

ensayos requir ieron m ayores cant idades de proteínas totales que las ut ilizadas 

habitualm ente. 

La exportación nuclear de ciertas proteínas está mediada por los receptores 

de t ransporte o export inas.  La export ina-1 (o CRM1)  interactúa directam ente con un 

m ot ivo r ico en leucina en diferentes proteínas o m ot ivo NES.  Se ha descrito que este 

sistema de exclusión nuclear funciona en la localización citoplasm át ica de MKP-3.  
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Más aún, este mot ivo NES es conservado ent re las t res isoformas de MKPs citosólicas 

(MKP-3, MKP-4 y MKP-x) .  La exclusión nuclear m ediada por NES de MKP-3 opera en 

com binación con un proceso act ivo de importación al núcleo, aunque bajo el estado 

estacionario predom ina la exclusión nuclear lo que resulta en una localización 

preponderantem ente citosólica de la proteína (Karlsson y col., 2004) . 

Mediante ensayos in vit ro se determ inó que la secuencia NES de MKP-3 

(comprendida ent re los am inoácidos 161-175)  facilita la unión ent re esta proteína y 

ERK2 (Zhou y col., 2001) .   Si bien la secuencia que perm ite la interacción específica 

de ERK1/ 2 reside en el dom inio MKB principalm ente, Zhou y colaboradores han 

demost rado que NES es un punto adicional de interacción de la enzima con su 

sust rato.  Esta doble función de la secuencia NES (exportación nuclear y unión a 

ERK1/ 2) , perm ite anclar a ERK1/ 2 en el citoplasma en condiciones basales.  Por ot ra 

parte, se ha descrito que, si bien MKP-3 se une preferentemente a su sust rato 

fosforilado, la enzim a es capaz de unir tam bién al sust rato desfosfor ilado aunque con 

menor afinidad (Kd ERK2/ MKP-3= 190 nM;  Kd P-ERK2/ MKP-3= 30 nM) , lo cual 

cont r ibuye a la relocalización citoplasm át ica de ERK1/ 2 (Caunt  y Keyse, 2013) .  

Finalm ente, dado que la exportación nuclear depende de los receptores de 

t ransporte, la abundancia relat iva de MKP-3 y de estos receptores puede explicar 

una m ayor o m enor localización en el núcleo de una proteína citoplasm át ica com o 

MKP-3 (Poon y Jans, 2005) .  

Una de las primeras característ icas descritas de MKP-1 fue la fosforilación por 

ERK en sit ios conservados, m odificación que impide la degradación de la proteína y 

que, por la tanto, increm enta la vida media de la m isma (Bout ros, 2008) .  La 

fosfor ilación de MKP-3 por ERK1/ 2 tam bién ha sido descrita, sin embargo los t rabajos 

publicados al respecto muest ran que la estabilidad de MKP-3 se reduce cuando dicha 

proteína es fosfor ilada por ERK1/ 2.  Marchet t i y colaboradores demost raron que en 

fibroblastos expuestos a suero, MKP-3 se encuent ra fosforilada en dos residuos de 

serina (S159 y S197)  y que esta m odificación reduce la estabilidad de MKP-3 debido 

a una mayor degradación de la proteína por el proteosoma (Marchet t i y col.,  2005) .   

Los resultados de experim entos obtenidos en líneas celulares que sobreexpresan RAS 

perm it ieron llegar a sim ilar conclusión ya que demost raron que la est imulación de 

ERK1/ 2  provoca la pérdida de MKP-3 dent ro de los 30 m inutos por una dism inución 

de la estabilidad de la proteína (Zeliadt  y col., 2008) .  En hepatocitos tam bién se ha 

observado la fosforilación y degradación de MKP-3, en este caso por t ratam iento con 
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insulina (Feng y col., 2012) .   Este efecto es la consecuencia de la fosforilación de la 

proteína en los residuos de S159 y S197 (Feng y col., 2012) .  

Si comparamos los diagramas que muest ran las est ructuras de MKP-1 y MKP-

3 (Figura 4) , observamos que la fosforilación mediada por ERK1/ 2 en ambas enzimas 

ocurre en diferentes dom inios.  En MKP-1 las fosforilaciones por ERK1/ 2 ocurren en 

el dom inio carboxilo term inal, en sit ios que impiden la ubiquit inación y degradación 

(S354 y S359)  y en sit ios donde reclutan a la ubiquit ina ligasa SCKskp2 que favorece 

la degradación por el proteosoma (S296 y S323) .  Por el cont rar io, en MKP-3 los 

sit ios de fosforilación por ERK1/ 2 están localizados en el interdom inio que cont iene la 

secuencia NES.  Esto nos lleva a preguntarnos acerca del mecanismo que determ ina 

la degradación de MKP-3 luego de la fosforilación en dicho interdom inio. En la 

mayoría de las MKPs, la unión del sustrato al sit io MKB provoca un cambio 

conform acional que favorece un acercam iento ent re el sust rato y el sit io catalít ico, lo 

cual lleva a un aum ento de la act ividad enzim át ica.  Es posible que ese cambio 

conformacional favorezca el reconocim iento de la forma fosforilada de MKP-3 por los 

componentes del sistema de degradación del proteosoma (Caunt  y Keyse, 2013) .  

Los antecedentes m encionados con respecto a la regulación post - t raduccional 

de MKP-3 nos llevaron a analizar si este mecanismo podría observarse también en 

nuest ro m odelo experim ental.  Los resultados obtenidos sugieren que la est imulación 

de las células MA-10 con hCG u 8Br-AMPc conduce a la estabilización de MKP-3, 

cont rariamente a lo esperado según la bibliografía.  Cabe mencionar que el análisis 

de la secuencia de la proteína MKP-3 muest ra la presencia de varios sit ios consenso 

para la fosforilación por diferentes quinasas.  Se ha postulado que en fibroblastos, la 

inducción con suero, que lleva a la fosfor ilación de MKP-3 por ERK1/ 2 y a su 

degradación por el proteosom a, no excluye la potencial part icipación de ot ras 

cascadas de señalización (Marchet t i y col.,  2005) .  Esto se explica por el hecho de 

que la inhibición de MEK solo confiere protección parcial a la degradación de MKP-3 

(Marchet t i y col., 2005) .   Ante este panorama es posible plantear que, en células 

MA-10, la estabilización de MKP-3 promovida por hCG/ AMPc involucra la fosforilación 

por ot ras quinasas diferentes a ERK1/ 2 o incluso, a ot ro t ipo de m odificaciones 

covalentes.  Esta posibilidad está sustentada, adem ás, por el hecho de que en 

nuest ros experim entos no logram os reducir la estabilidad de MKP-3 inducida por 

hCG/ AMPc m ediante la preincubación de las células con el inhibidor de ERK1/ 2 

PD98059 (datos no m ost rados) .  En este contexto debe mencionarse que la t reonina 
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92 presente en la secuencia de MKP-3 hum ana corresponde a un sit io de fosforilación 

por PKA de alto “score”  (NetPhosK 1.0) .  Por lo tanto, podría postularse que la 

estabilidad de MKP-3 inducida por hCG/ AMPc involucra la fosforilación mediada por 

PKA en ese sit io  

En este t rabajo concluimos que la act ivación del RLH promueve la inducción 

de MKP-3 por m ecanismos t ranscripcionales y post - t raduccionales.  Este hallazgo nos 

planteó un nuevo desafío:  determ inar el papel funcional de esta enzima en el 

contexto de la célula de Leydig.  En este t rabajo hemos recurr ido a la sobreexpresión 

de MKP-3 y al bloqueo de la expresión de la proteína endógena para analizar, en 

primer lugar, el impacto de MKP-3 sobre el grado de fosforilación de ERK1/ 2.  Al 

analizar el efecto de la sobreexpresión de MKP-3 hem os observado una dism inución 

en la fosforilación de ERK1/ 2, (efecto más notable a los 20 y 60 m inutos de 

est imulación) .  Por ot ro lado, el bloqueo de le expresión de la proteína endógena 

produce un incremento de las formas fosfor iladas de ERK1/ 2 evidente a los 20 

m inutos y que perdura aún hasta los 120 m inutos.  Estos resultados confirm an que 

la inducción de MKP-3 impacta en la fosfor ilación de ERK1/ 2 

Trabajos previos de nuest ro grupo dem ost raron que, en células MA-10, hCG y 

AMPc promueven la inducción y acumulación de MKP-1 y MKP-2 en el núcleo luego 

de 30 m inutos (Brion y col.,  2011)  y 60 m inutos de est im ulación (Gómez y col,  

2013)  respect ivamente.  Esta acción coordinada en el t iempo cont r ibuye a la 

com pleta desfosforilación de ERK1/ 2 en el núcleo luego de 180 m inutos de 

est imulación.  Así, la inducción de MKP-1 se refleja en una brusca caída de los 

niveles de P-ERK1/ 2 ent re los 10 y 20 m inutos de est im ulación (Brion y col., 2011)  

m ient ras que la acción de MKP-2 se refleja en la caída final de los niveles de P-

ERK1/ 2, ent re los 120 y 180 m in de est im ulación (Góm ez y col., 2013) .  Teniendo en 

cuenta que la inducción de StAR es un evento dependiente de ERK1/ 2 (evento de 

ocurrencia temprana en el marco temporal de est imulación hormonal de las células 

de Leydig) , se analizó la dependencia ent re MKP-1 y la expresión de StAR y se 

com probó que la inducción de MKP-1 reduce la acción hormonal sobre la expresión 

de StAR (Brion y col., 2011) .  Ascoli y colaboradores demost raron que la cant idad de 

progesterona (P4)  acumulada en el medio de cult ivo de las células MA-10 por acción 

de LH/ hCG es m áxim a a las 6 horas, aunque la velocidad de acum ulación com ienza a 

dism inuir a part ir  de las 3 y 4 horas de est im ulación (Ascoli y col., 1987) .  

Entendemos que la inducción de MKP-1 es un evento determ inante de ese cambio en 
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la velocidad de producción de P4 por su acción en la desfosforilación tem prana de 

ERK1/ 2 y consecuente dism inución en la síntesis de StAR.  La inducción de MKP-2 

repercute en la fosfor ilación de ERK1/ 2, pero su acción se manifiesta más 

tardíam ente.  Por lo tanto, se planteó como poco probable que la acción de MKP-2 

sobre ERK1/ 2 tuviera efecto sobre la expresión de genes dependientes de ERK1/ 2 y 

de cinét ica de expresión rápida.  Se demost ró que MKP-2 interfiere con la inducción 

del gen CYP11A1, que codifica para una enzima esteroidogénica que forma parte de 

los genes de inducción de la fase crónica de est im ulación (Góm ez y col., 2013) . 

En el marco de los antecedentes planteados, la búsqueda de un blanco para la 

inducción de MKP-3 fue un desafío.  Postulamos que el papel pr incipal de MKP-3 en 

nuest ro sistema implicaría la regulación de una función de LH diferente a la 

regulación aguda de la síntesis de esteroides.  Pensamos que la inducción de esta 

enzima podría atenuar la acción de un est ím ulo m itogénico, en base a dos 

propiedades de MKP-3:  su especificidad por ERK1/ 2 y su inducción por est ím ulos 

proliferat ivos. 

Un número acotado de t rabajos demuest ran la acción de MKPs sobre 

sust ratos que no son m iem bros de la fam ilia de las MAPKs.  Por ejem plo, MKP-1 es 

capaz de desfosforilar a STAT1 (Signal Transducer and act ivators of t ranscript ion)  

(Venem a y col., 1998)  y a la Histona H3 (Kinney y col., 2009) .  Por ot ro lado, com o 

ya hem os m encionado, se dem ost ró que la expresión de MKP-3 se asocia con la 

desfosforilación de FOXO1, su t ranslocación al núcleo y su asociación con los 

prom otores de genes que codifican para enzimas de la gluconeogénesis (Wu y col., 

2010) .  Teniendo en cuenta estos t rabajos pensamos que la acción de MKP-3 en 

células de Leydig est im uladas con hCG/ AMPc podría involucrar la desfosforilación de 

FOXO1.  En caso de ser así, podría observarse la act ivación t ranscripcional de genes 

dependientes de FOXO1. 

La expresión de p21 es un evento t ranscripcional dependiente de la act ivación 

FOXO1 (Roy y col., 2010.) .   Por ot ro lado, la t ranslocación de FOXO1 al núcleo 

requiere la desfosforilación en sit ios regulatorios (Jiao y col., 2012;  Wu y col., 2010) . 

Si bien esta desfosforilación  y la inducción de p21 podían ser consecuencia de la 

inducción de MKP-3, desconocíamos si LH/ hCG podía modular la expresión de p21.  

Aquí demost ramos, por pr imera vez, que hCG y AMPc regulan los niveles del ARNm 

correspondiente a p21.  El AMPc provoca un incremento significat ivo luego de 2 

horas de est imulación y, a part ir  de ese t iem po, los niveles del ARNm com ienzan a 
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descender.  Comprobamos que el bloqueo de la expresión de MKP-3 reduce el efecto 

del AMPc sobre los niveles del ARNm de p21, lo que sugiere que la fosfatasa 

cont r ibuye a la expresión de p21.  Este resultado sería com pat ible con un m odelo 

donde la est imulación hormonal induce la proliferación de las células de Leydig 

durante un corto período, ya que a las 2 horas de est im ulación los niveles de p21 se 

han elevado com o para frenar este efecto  

En síntesis, nuest ros resultados muest ran que la act ivación RLH aum enta los 

niveles del ARm de p21 y que este efecto es el regulado por la MKP-3.  Aunque el 

mecanismo implicado en la regulación de la expresión de p21 por MKP-3 sigue aún 

sin dilucidar, es posible plantear un m odelo hipotét ico en el cual LH/ hCG 

desencadena la act ivación de ERK1/ 2 y la proliferación de las células de Leydig y, en 

una etapa posterior, induce la expresión de MKP-3.  A su vez, la fosfatasa 

promovería la desfosforilación de ERK1/ 2 y la inducción de p21, actuando así como 

un regulador negat ivo de la proliferación celular.   

La figura 34 muest ra un esquema que resum e la regulación de MKP-3 por 

LH/ hCG y su papel funcional en las células de Leydig.  Sin embargo, es necesario 

confirmar la modulación de la fosforilación de FOXO1 por est imulación del RLH y el 

efecto de MKP-3 en la desfosforilación de este factor, lo cual cont r ibuir ía a afianzar el 

m odelo propuesto.  Los resultados prelim inares muest ran que efect ivamente los 

niveles de la forma fosforilada de FOXO1 se m odifican con el est ímulo de 8Br-AMPc.  

Sin embargo, aún queda por demost rar la interacción de FOXO1 con MKP-3 y la 

correlación temporal ent re la inducción de MKP-3 por hCG/ AMPc, desfosfor ilación de 

FOXO1, la expresión de p21 y la proliferación celular.  
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FI GURA 3 4 .  Modelo propuesto para la  regulación de MKP- 3  por  LH/ hCG y su papel 

funcional en las células de Leydig MA- 1 0 .   LH se une a su receptor, act ivando a PKA, lo cual 

provoca la rápida fosfor ilación de ERK1/ 2.  La forma act ivada de ERK (P-ERK)  t ransloca al núcleo 

donde, junto con PKA prom ueve la expresión de MKP-1.  MKP-1 perm anece en el núcleo donde 

desfosfor ila a P-ERK.  PKA y P-ERK prom ueven la expresión de MKP-3, la cual se acumula en el 

citoplasma donde desfosfor ila a ERK y a P-FOXO1. FOXO1 t ransloca al núcleo y regula la expresión 

de p21.  Los efectos directos se m uest ran con líneas sólidas, m ientras que los indirectos se 

representan m ediante líneas punteadas. 

 

I I . CONTROL DE LA EXPRESI ÓN DE MKP- 1  POR MÚLTI PLES 

FOSFORI LACI ONES: I MPACTO SO BRE LA EXPRESI ÓN DE NUR7 7  

En este t rabajo estudiam os, adem ás, aspectos regulatorios de ot ra MKP, la 

MKP-1.  Analizam os, en células de Leydig, si MKP-1 es fosforilada en los sit ios S296 

y S323 en respuesta a la est im ulación con AMPc y la relevancia de esta modificación 

sobre la estabilidad de la proteína.  Comprobamos que la mutante flag-MKP-1-S296A 

S323A t iene una vida media mayor que la forma WT, lo que sugiere que la 

fosforilación en estos sit ios promueve la degradación de MKP-1, como dem uest ra el 
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t rabajo de Lin y colaboradores basado m ayorm ente en estudios in vit ro (Lin y Yang, 

2006) .  Por ot ra parte comprobamos que la vida media de la quimera flag-MKP-1-

S359A S364A t iene una vida media mayor que la forma WT, lo que indica que la 

fosforilación en S359 y S364 confiere estabilidad a la proteína, como se demost ró 

previamente (Brondello y col., 1999) .  Por lo tanto, se deduce que en células de 

Leydig, los cuat ro sit ios de fosforilación por ERK1/ 2 son determ inantes de la 

estabilidad de MKP-1 y que la est imulación horm onal prom ueve un increm ento en la 

vida media de la proteína (que resulta de la fosforilación en esos cuat ro sit ios) .  Este 

hallazgo resulta novedoso ya que, si bien en num erosos t ipos celulares y bajo 

diferentes est ímulos se ha comprobado el rol de la fosforilación en los sit ios S359 y 

S364 sobre la estabilidad de la proteína (Bout ros y col., 2008) ,  la fosforilación en los 

sit ios de inestabilidad bajo el est ím ulo de un determ inado ligando y vía ERK1/ 2 esta 

m ucho m enos difundida.  

Los cuat ro sit ios consenso de fosforilación por ERK mencionados están 

presentes también en ot ra MKP nuclear, la MKP-2.  Adem ás, tanto MKP-1 como MKP-

2 presentan ot ros sit ios de fosforilación, por ejem plo sit ios de fosforilación para PKA 

y PKC, aunque la ocurrencia in vivo de tales modificaciones no está docum entada.  

No obstante, Sewer y Waterm an dem ostraron que MKP-1 puede ser fosforilada in 

vit ro por la subunidad catalít ica de PKA y que la est imulación de las células 

adrenocort icales humanas de la línea H295R con AMPc prom ueve la fosforilación de 

la MKP-1 endógena (Sewer y Waterm an, 2003) .   Este estudio no se focalizó en el 

análisis de los sit ios involucrados en la fosforilación in vivo,  por lo tanto, no puede 

afirmarse que la fosforilación ocurra por acción directa de PKA sobre MKP-1, aunque 

ésta haya sido desencadenada por la est im ulación con AMPc.  Por ot ra parte, en 

células de Leydig MA-10 la estabilización de MKP-2 por hCG y 8Br-AMPc ocurre por 

un m ecanism o independiente de ERK1/ 2 (Góm ez y col., 2013) , lo cual sugiere que la 

estabilización ocurre por una fosforilación directa por acción de PKA.  En línea con 

esta hipótesis, el análisis de la secuencia de MKP-2 (NetPhosK 1.0)  dem ost ró que de 

los posibles sit ios de fosforilación, el de mayor probabilidad corresponde a la 

fosforilación por PKA en S319. 

Por ot ro lado, el análisis de la secuencia am inoacídica de MKP-1 y MKP-2 

revela sit ios conservados para diversas modificaciones post - t raduccionales.  Adem ás 

de los sit ios de fosforilación por dist intas quinasas, presentan sit ios consenso para 

ot ro t ipo de modificaciones post - t raduccionales, como por ejemplo acet ilación y 
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SUMOilación.  De estas dos m odificaciones, sólo la acet ilación ha sido observada en 

un sistem a in vivo.   En part icular, se dem ost ró que en macrófagos expuestos a 

lipopolisacáridos se produce la acet ilación de MKP-1.  Esta modificación ocurre en el 

sit io L57 y parece modular la interacción de MKP-1 con p38 (Cao y col., 2008) .   El 

am inoácido L57 corresponde al sit io L82 en MKP-2, por lo tanto la existencia de sit ios 

conservados de acet ilación en las MKPs podría indicar que esta m odificación tuviera 

cierta repercusión sobre la acción biológica de las m ismas. 

Una pregunta que nos hemos planteado se refiere al posible efecto de la 

fosforilación por diferentes quinasas, de la acet ilación y/ o de la SUMOilación sobre 

las propiedades de MKP-1/ MKP-2 y consecuentemente, sobre el efecto biológico de 

las m ismas.  Resulta interesante que ciertas modificaciones post - t raduccionales 

regulan la localización subcelular de proteínas.  Por ejemplo, la acet ilación de Skp2 

(S-phase kinase-associated protein 2)  en el dom inio NLS provoca la retención de la 

m isma en el citoplasma ( I nuzuka y col., 2012) .   Esta localización subcelular 

específica de Skp2 facilita la ubiquit inación de la proteína E-caderina lo cual aumenta 

la m igración celular ( I nuzuka y col., 2012) .  Estos antecedentes sugieren que la 

acet ilación puede ser importante para la localización subcelular.  I ncluso se ha 

descripto que la SUMOilación puede regular la localización de una proteína en un 

compart imento detem inado (Truong y col., 2012) .  

Aunque el análisis in silico indica que las MKPs son suscept ibles a diversas 

m odificaciones covalentes, sólo se ha documentado un cambio en la vida media por 

fosforilación, aunque podemos decir que, según nuest ros resultados prelim inares, la 

acet ilación de MKP-1 podría estabilizar a la proteína, sin descartar una acción sobre 

la localización subcelular.  Hem os determ inado que cuando las células MA-10 se 

incuban con Tricostat ina A (un inhibidor de histona deacet ilasa) , se produce la 

acum ulación de la quim era flag-MKP-1 (Mori Sequeiros Garcia y col., 2011) .  

Todo lo expuesto sobre la regulación post - t raduccional de MKP-1 y MKP-2 

podría impactar sobre su acción biológica en células de Leydig.  Por este mot ivo, 

hem os analizado si un cam bio en la estabilidad de MKP-1 interfiere con el efecto 

hormonal sobre la esteroidogénesis.  En part icular el objet ivo de este t rabajo se 

cent ró en la expresión de un factor de t ranscripción requerido para la inducción del 

gen STARD1, NUR77.  
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El gen NUR77 (NR4A1) , que codifica para el receptor nuclear huérfano NUR77, 

es un gen de respuesta tem prana cuya expresión es inducida rápidam ente por una 

variedad de est ímulos fisiológicos.  NUR77 se expresa en varios órganos, incluyendo 

las gónadas y las glándulas suprarrenales (Maxwell y Muscat , 2005) .  NUR77 t iene 

un rol clave en la expresión de varios genes involucrados en la inflamación, la 

esteroidogénesis, diferenciación sexual masculina y en la función del eje hipotálamo-

hipófisis-adrenal  e hipotálamo-hipófisis-gonadal.  Ent re estos genes, y teniendo en 

cuenta el modelo experim ental de este t rabajo, podemos citar los genes CYP17 a1 

(Zhang y Mellon, 1997) , STARD1 (Mart in y Trem blay, 2008;  Mart in y col., 2008) , 

CYP21a1 (Wilson y col., 1993) ;  HSD3B2 (Basset t  y col., 2004) .  

Se ha invest igado acerca del m ecanismo de regulación de la expresión de 

NUR77 y su part icipación en la inducción de StAR en células de Leydig MA-10 (Mart in 

y col., 2008 y 2009) . De estos t rabajos se concluye que la inducción de NUR77 por 

AMPc precede la inducción de StAR e involucra la act ividad de la quinasa CAMKI  pero 

no requiere la act ividad de ERK1/ 2.  Este resultado cont radice lo observado en ot ros 

sistemas, por ejemplo en gonadot rofos, GnRH est imula la expresión de NUR77 por 

un m ecanismo dependiente de PKC y ERK1/ 2 (Bliss y col., 2012) .  Esta dependencia 

con la act ividad de ERK se observó en ot ros sistemas, tales como  en el cerebro bajo 

est im ulación con dopam ina (Bourhis y col, 2008) , en fibroblastos est imulados con 

EGF, PMA y TNF  (Darragah y col., 2005)  y en cort icot rofos AtT20 est im ulados con 

AMPc (Kovalovsky y col., 2002) . 

Nuest ro grupo ha dem ost rado que la sobreexpresión de flag-MKP-1 reduce la 

act ividad del promotor de NUR77 inducida por 8Br-AMPc (Brion, 2010) .  Esto nos 

llevo a estudiar más profundamente el rol de ERK1/ 2 en la inducción de NUR77.  

Determ inamos que, en células MA-10, el bloqueo de la act ivación de ERK1/ 2 reduce 

el efecto del 8Br-AMPc sobre los niveles del ARNm de NUR77.  Estos hallazgos 

muest ran un nuevo blanco en la acción de MKP-1:  el cont rol de la expresión de un 

factor de t ranscripción necesario para la inducción de StAR. 

Con los resultados precedentes, decidim os analizar si los cam bios en la 

estabilidad de MKP-1, inducidos por la fosfor ilación dependiente de ERK1/ 2, afectan 

el nivel de expresión de NUR77.  Como habíam os propuesto, los cam bios en la 

estabilidad de MKP-1 repercuten en el nivel de expresión de NUR77.  Mient ras que la 

MKP-1 WT y la form a m utada en S296 y S323 reducen el efecto est imulatorio de 

AMPc sobre la expresión de NUR77, la m utante flag-MKP-1-S359A S364A -que posee 
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t iempo de vida media más corto que la WT-  no produce este efecto;  comportándose 

igual que el plásm ido vacío (cont rol) .  Por lo tanto, concluimos que en nuest ro 

sistema, la expresión de NUR77 está bajo el cont rol de la act ividad de ERK. 

En síntesis, en este t rabajo demost ramos que, en células de Leydig MA-10, el 

grado de fosfor ilación de ERK1/ 2 está est rictam ente cont rolado por LH/ hCG m ediante 

la regulación de MKPs de localización nuclear y citoplasmát ica.  A nivel nuclear, 

demost ramos que la hormona promueve la fosfor ilación de MKP-1 por ERK1/ 2 en 

varios sit ios, lo cual determ ina la estabilidad de la m ism a y por ende, la capacidad de 

ejercer su acción regulator ia sobre la est imulación de la esteroidogénesis.  Aquí 

concluimos que en células MA-10, ERK1/ 2 part icipa en la act ivación del gen NUR77 

por act ivación del RLH, y en línea con este hallazgo, que el grado de inducción de 

MKP-1 se refleja en una acción moduladora sobre dicho factor de t ranscripción.  

Demost ramos también que la acción hormonal promueve la inducción de MKP-3 por 

mecanismos t ranscripcionales y post - t raduccionales y que este evento cont r ibuye al 

cont rol de la proliferación de la célula de Leydig.  Probamos que LH/ hCG y AMPc 

incrementan la expresión del inhibidor de la proliferación p21 mediante un 

mecanismo que involucra la part icipación de MKP-3.  Nuest ros t rabajos futuros están 

orientados a demost rar la interacción de MKP-3 con FOXO1 y la part icipación de 

MKP-3 en la inducción de p21 en ot ros sistemas así como su impacto en la 

proliferación celular.  



Parte de los resultados de esta tesis doctoral dieron origen a la siguiente publicación:   
 
 
MAP k inase phosphatase- 3  ( MKP- 3 )  is t ranscr ipt iona l ly and post -
t ransla t iona lly up- regula ted by hC G and m odula tes cAMP- induced p2 1  
expression in MA- 1 0  Leydig ce lls. 
 
Mori Sequeiros García M, Góm ez NV, Gorost izaga A, Acquier A, González-Calvar SI ,  
Mendez CF, Paz C.  
 
Molecular and Cellular Endocrinology.  2013 May 22; 371(1-2) : 174-81 
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