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Resumen

Expresion y funcion de las MAP quinasas fosfatasas 1y 3 (MKP-1y MKP-3) en

células de Leydig

MKP-3 es una enzima inducible sélo por estimulos proliferativos que
desfosforila especificamente a ERK1/2. En cambio MKP-1 desfosforila diferentes
MAPKs y se induce por diversos tipos de estimulos. En este trabajo se analizaron
aspectos regulatorios y funcionales de ambas enzimas en células de Leydig MA-10
bajo la estimulacion 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 activacion del RLH
regula la expresion de MKP-3. hCG y 8Br-AMPc aumentan los niveles de MKP-3
activando la expresidon génica por eventos dependientes e independientes de ERK1/2 y
promoviendo modificaciones post-traduccionales que estabilizan la proteina. Se
demostré que la activacién del RLH conduce a la induccién p21, un inhibidor de la

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

Respecto de la enzima nuclear MKP-1, se determin6 que el AMPc regula su
estabilidad por multiples fosforilaciones, involucrando la fosforilacion por ERK1/2 en
sitios consenso relacionados con la estabilidad (S359 y S364) y con la inestabilidad
(S296 y S323) de la proteina. Se demostré que la induccion del factor de
transcripcion NUR77 por 8Br-AMPc, factor que participa en expresiéon de genes
cruciales para la esteroidogénesis, es dependiente de ERK1/2 y se determin6 que
MKP-1 y sus modificaciones post-traduccionales impactan en la induccién de NUR77
por 8Br-AMPc.

Se concluye que la inducciéon de MKP-1 y MKP-3 por estimulacion del RLH
modula las acciones de LH sobre la esteroidogénesis y la proliferacién de las células de

Leydig.

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



Abstract

Expression and functional role of MAP kinase phosph atases 1 and 3 (MKP-1y
MKP-3) in Leydig cells

MKP-3 is an enzyme inducible only by proliferative stimuli and involved
specifically in ERK1/2 dephosphorylation. In contrast, MKP-1 is an enzyme inducible
by different stimuli and able to dephosphorylate different MAPKs. This work analyzes
regulatory and functional aspects of both phosphatases in MA-10 Leydig cells under
the stimulation of the luteinizing hormone receptor (LHR) with human chorionic
gonadotropin hormone (hCG) or a permeable derivative of the corresponding second

messenger (8Br-cAMP).

The present study demonstrates, for the first time, the expression of MKP-3 by
the activation of LHR. hCG and cAMP increase MKP-3 levels by activating gene
expression —through ERK1/2-dependent and independent events- and promoting post-
translational modifications that increase protein stabilization. This work also
demonstrates that the activation of LHR leads to the induction of p21, an inhibitor of

cell proliferation, 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-mediated phosphorylation in sites involved in protein
stabilization (S359 and S364) and destabilization (S259 and S263). It is also
established that transcription factor NUR77, whose action is essential for the
expression of crucial steroidogenic genes, is cAMP-induced by an ERK-dependent
mechanism. In line with this finding, this study also demonstrates that MKP-1 and its

post-translational modifications impact on MKP-3 expression.

It is concluded that the induction of MKP-1 and MKP-3 by LHR activation

modulates LH actions on steroidogenesis and proliferation of Leydig cells.

Key words: MKP-1, MKP-3, Leydig cells, PKA, ERK1/ 2
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17B-HSD: 17B-hidroxi-esteroide deshidrogenada
3B-HSD: 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa

7TMS: 7 regiones transmembrana,

8Br-AMPc: 8-Br-adenosina 3’,5’-monofosfato ciclico
Act D: actinomicina D

ACTH: Adrenocorticotrofina

AKAPs: proteinas de anclaje a PKA

AKT: proteina quinasa B (también llamada PKB)

AMPc: adenosina monofosfato ciclico

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

BSA: seroalbimina bovina (BSA),

CaMK protefna quinasa dependiente de Ca?*/calmodulina
Cdc: fosfatasas del ciclo celular (Cell Division Cycle)
CDK: quinasas dependientes de ciclinas

CKls: inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas
CRE: elementos respondedores a AMPc

DSP: dominio catalitico con actividad de fosfatasa dual

DSP: proteinas fosfatasas de actividad dual

DUSP: Dual specificity protein phosphatase (también llamadas MKPs)

EDTA: &cido etilén diamino tetra-acético
EGF: factor de crecimiento epidermal

EGFP: proteina fluorescente verde

EGTA: &cido etilén glicol-bis (2-aminoetiléter)-N,N,N’,N’ tetraacético

ERKs: quinasas reguladas por sefiales extracelulares
EROS: especies reactivas del oxigeno

ES: error estdndar de la media

FGF: factor de crecimiento de fibroblastos
FGF: factor de crecimiento nervioso

FOXO: factores de transcripcidon Forkhead
GMPc: Guanosina monofosfato ciclico

GnRH: hormona liberadora de gonadotropinas
GTP: Guanosina trifosfato

hCG: gonadotrofina coriénica humana

HDL: lipoproteinas de alta densidad

JAKs: Janus tirosina quinasas

JNKs: quinasas del extremo N-terminal del factor de transcripcién

LDL: lipoproteinas baja densidad

LH: hormonas luteinizante
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Introduccién

|. LA FOSFORILACION Y DESFOSFORILA CION DE PROTEINAS EN EL CONTROL
DE LA ACTIVIDAD CELULAR

I.1. Transduccién de sefiales hormonales

La capacidad de los organismos vivos para adaptarse a los continuos cambios
del entorno es esencial para garantizar su supervivencia. Por tal motivo, todos los
organismos, desde los unicelulares hasta los organismos pluricelulares mas complejos,
han desarrollado mecanismos apropiados para captar la informacion del medio que los
rodea y responder apropiadamente. Estos mecanismos, y la capacidad de los
organismos de elaborar respuestas altamente especificas en el marco temporal

apropiado, aseguran la homeostasis.

Los cambios que continuamente se producen en el entorno impactan en las
células como “sefiales”. Algunas de las sefiales pueden ser de naturaleza fisica, como
cambios en la temperatura, en la osmolaridad y luminosidad del medio extracelular.
La presencia de moléculas de naturaleza diversa tales como proteinas, péptidos,
aminoacidos, esteroides, derivados de acidos grasos y hasta gases disueltos, como el
o6xido nitrico y el monoxido de carbono en el medio extracelular son algunas de las
sefiales quimicas que impactan en las células. Un ejemplo de este tipo de sefiales es
el constituido por las hormonas proteicas como las hormonas luteinizante (LH) y
adrenocorticotrofina (ACTH), las cuales promueven, a través de la regulacion de la
expresion de diferentes genes, la sintesis de esteroides en sus respectivos tejidos

blanco.

Generalmente las moléculas pequefias difunden facilmente a través de las
membranas y actian directamente sobre un componente celular produciendo un
determinado efecto. En otros casos la molécula que difunde al interior celular,
Ilamada ligando, se une a una molécula denominada receptor y el complejo ligando-
receptor actla generalmente sobre el material genético modificando la expresion de
genes como mecanismo para transmitir el mensaje. En cambio, las macromoléculas
(como por ejemplo las hormonas proteicas) requieren un mecanismo altamente
especializado que incluye varios pasos y moléculas. La activacion de un receptor de
superficie celular por una molécula extracelular se conoce como transduccién de sefial.
La activacion de este receptor genera y transmite intracelularmente sefiales por medio
de interacciones proteina-proteina. Por ultimo, se ejecuta la respuesta. Los
receptores, tanto de membrana como los intracelulares, se caracterizan por reconocer
de manera especifica al ligando, lo cual determina que la respuesta que se genera

como activacién del sistema sea altamente especifica.
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La variedad de sefales a las cuales las células pueden responder es
extremadamente amplia. Sin embargo, la evolucién ha seleccionado y perfeccionado
s6lo una serie acotada de sistemas de transduccién de sefiales capaces de generar
una respuesta determinada para cada estimulo en diferentes tipos celulares. Ademas
de la especificidad de los receptores, cada tipo celular presenta maquinarias efectoras
especificas, de forma tal que las sefiales generadas en la cascada de transduccion de
dos 0 més estimulos, aun siendo idénticos, pueden activar una respuesta distinta en
cada tipo celular. Esta maquinaria de sefializacién estd conformada por diversas
moléculas, generalmente enzimas. Un grupo importante de estas enzimas son
proteinas capaces de catalizar la fosforilacion de proteinas. Estas enzimas,
denominadas proteinas quinasas, promueven cambios en el grado de fosforilacion de
las proteinas blanco y como consecuencia, la actividad biolégica de la proteina
fosforilada se modifica. Este cambio en la actividad bioldgica constituye el mecanismo

gue la célula implementa para adaptarse al cambio en el medio externo.

Las fosfatasas de proteinas son un grupo de enzimas que modifican el grado de
fosforilacién de las proteinas, removiendo grupos fosfato, por lo que estas enzimas
son también componentes esenciales de los mecanismos de transduccion de sefales.
En diferentes sistemas hay innumerables ejemplos de la modificacién de una actividad
enzimatica como consecuencia de la fosforilaciéon o desfosforilacién. Sin embargo, es
necesario tener en cuenta que existen otras modificaciones que llevan a cambios en la
actividad biolégica de las proteinas. Por ejemplo, la acetilacion y la metilacion, entre
otras. Por otro lado, la fosforilacion puede impactar sobre factores de transcripcién vy,

en consecuencia, sobre la expresién génica.

Previamente mencionamos que las hormonas LH y ACTH, las cuales controlan
la produccidon de esteroides en gonadas y adrenales respectivamente, son hormonas
gue desencadenan la activacién de receptores hormonales. En el marco de esta tesis
discutiremos aspectos relacionados con la activaciéon de los receptores de estas
hormonas. Mas especificamente, analizaremos la cascada de transduccién de sefiales
gue dispara la activacion del receptor de LH (RLH), en células de Leydig. En las
secciones siguientes describiremos los componentes de la cascada de sefializacion

hormonal que estan implicados en la activacién del RLH.

|.2. Receptores, proteinas Gy segundos mensajeros

Los receptores hormonales son moléculas capaces de reconocer y unir un

ligando (como hormonas, neurotrasmisores, vitaminas u otro tipo 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 través de las membranas e
interactuar con receptores intracelulares, como es el caso de las hormonas tiroideas.
Las hormonas de naturaleza proteica, por su hidrofilicidad y tamafio no pueden
atravesar libremente las membranas celulares, por lo tanto se unen a receptores
ubicados en la superficie de las células. Actualmente se conoce que algunas hormonas
liposolubles pueden activar tanto receptores intra como extracelulares. Ejemplos de
estas hormonas son las hormonas tiroides, esteroides (Kelly y Ronnekleiv, 2008) y la

vitamina D (Carlberg y Campbell, 2013).

Todos los receptores de membrana tienen al menos un dominio extracelular,
donde se localiza el sitio de union al ligando, y un dominio citoplasmatico. La
transduccion de sefiales a través de la membrana plasmatica es posible por la
cooperacion de diferentes componentes. En primer lugar, el receptor reconoce a la
hormona mediante su dominio extracelular. Luego el receptor activa, por su dominio
intracelular, a otras proteinas situadas en el citoplasma mediante cambios
conformacionales que afectan las actividades de las mismas. Las proteinas efectoras
activadas estan situadas normalmente en contacto con la membrana plasmatica, o
estan ancladas a la membrana por medio de lipidos de membrana. A través de una
modificaciéon postraduccional como miristilacion, palmitoilacion, farnesilacién,
geranilacién y wunién a glucosil-fosfatidilinositol, muchas proteinas asociadas a
membrana pueden ser activadas secuencialmente y finalmente enviar la sefial por
medio de la generacién moléculas solubles al interior de la célula. Estas moléculas
solubles se denominan segundos mensajeros, en tanto que la sefal extracelular que

activo el sistema se denomina primer mensajero.

Ciertas hormonas se unen a receptores que tienen actividad catalitica, en
particular estos receptores tienen la capacidad de fosforilar proteinas en residuos de
tirosina, razén por la cual se los denomina receptores tirosina quinasa (Receptor
Tyorsine Kinases, RTKs) (Carraway y col., 1994; P. Blume-Jensen y Hunter, 2001,
Schlessinger y Lemmon, 2006). Dentro de este grupo estan los receptores de la
mayor parte de los factores de crecimiento, como el factor de crecimiento epidermal
(Epidermal Growth Factor, EGF), el factor de crecimiento tumoral o (Tumor Growth
Factor a, TGF-a), el factor de crecimiento derivado de plaquetas (Platelet-Derived
Growth Factor, PDGF), el factor de crecimiento endotelial vascular (Vascular Endotelial
Growth Factor, VEGF), el factor de crecimiento de fibroblastos (Fibroblast Growth
Factor; FGF), y el receptor de la insulina. Los receptores de esta familia tienen un
dominio extracelular de unién al ligando, un dominio transmembrana, y un dominio

intracelular con actividad tirosina quinasa intrinseca. Cuando se une el ligando, el
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receptor se dimeriza, lo que induce la autofosforilacion de las tirosinas del dominio
intracelular y activa la tirosina quinasa, que fosforila (y por tanto activa) muchas
moléculas efectoras en cascada, de forma directa o mediante proteinas adaptadoras.
Este mecanismo puede, en dltima instancia, fosforilar y activar factores de
transcripcion y llevar la informacién al nucleo. Por ejemplo el EGF y el PDGF
promueven la fosforilacion de los factores de transcripcion de la familia STAT a través
de la activacion de sus receptores RTK (Receptor Tyrosine Kinases) (Ruff-Jamison y
col, 1995; Vignais y col., 1995).

Otra familia muy amplia de receptores incluye miembros que exhiben una
caracteristica estructural comun: presentan 7 regiones transmembrana, motivo por el
cual se los denomina 7TMS (7 Trans-Membrane Segments). Estos receptores
presentan el extremo amino en el espacio extracelular y el extremo carboxilo en el

espacio citoplasmaético (Lefkowitz RJ., 2007)

Los receptores tipo 7TMS interaccionan con un tipo particular de proteinas
denominadas proteinas G. La denominacion se debe al hecho que unen nucleétidos de
guanina. Estas proteinas estadn constituidas por 3 subunidades: o, B y y. La
caracterizacion de estas subunidades muestra la existencia de un amplio nimero de
isoformas de la subunidad o que han sido agrupadas en cuatro familias: os, o, oq, 12
(Milligan y Kostenis, 2006). La uniéon de la hormona al receptor promueve el
intercambio de GDP por GTP en la subunidad o de la proteina G y la disociacién de la
subunidad a-GTP del dimero By. A continuacion, ao-GTP y el dimero By inician las

respuestas intracelulares activando una variedad de moléculas efectoras.

I.3. Proteinas quinasas y mecanismos de activacion

La activacion de los receptores 7TMS promueve la liberacion de la subunidad o
unida a GTP y el dimero By. La funcién de la subunidad o en la transduccion de
sefiales estd ampliamente caracterizada y consiste en activar diferentes moléculas
efectoras tales como enzimas, canales idnicos, transportadores de iones, etc
(Lambright y col., 1994). En contraste, la funcion de los dimeros pyes menos
conocida, aunque actualmente se sabe que estas subunidades también tienen un rol
en la sefializacién intracelular (Khan y col., 2013). A modo de ejemplo, puede
mencionarse que estos dimeros son capaces de activar rutas bioquimicas que
conducen a la activacion de una familia de proteinas quinasas que se conoce con el
nombre de quinasas activadas por mitdégenos (Mitogen Activated Protein Kinases,
MAPKSs) (Sugden y Clerk, 1997).
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Como resultado del acople entre el receptor y la correspondiente subunidad a-
GTP se activan, entre otro tipo de moléculas, diferentes enzimas como fosfolipasas,
fosfodiesterasas, ciclasas de nucledtidos, entre otras. La activacion de estas enzimas
promueve un aumento en la concentracion intracelular de los productos
correspondientes. Estos son pequefias moléculas que amplifican la sefial disparada
por la hormona. Un ejemplo de este tipo de enzimas es la adenilil ciclasa que cataliza
la formacién de AMPc a partir de ATP. El AMPc (segundo mensajero) actla activando
a la proteina quinasa dependiente de AMPc (Protein Kinase cAMP-dependent, PKA).
Por otro lado, la fosfolipasa C cataliza la formacion de diacil glicerol (DAG) e inositol
trifosfato (1P3) por hidrélisis del fosfolipido 4,5 bifosfato-fosfatidil inositol. El DAG es
un mensajero que permanece anclado a la membrana plasmatica, en donde activa a la
proteina quinasa dependiente de Ca?" y fosfolipidos (Protein Kinase Calcium-
dependent, PKC), proteina que posteriormente participara en el proceso de
sefializaciéon hacia el interior de la célula. El IP3 es un mensajero soluble que se une a
receptores especificos en la membrana del reticulo endoplasmico, provocando la salida
de Ca®* de esta organela. El Ca?", el GMP ciclico (GMPc) son otros ejemplos de

segundos mensajeros.

La generacién de segundos mensajeros conduce a la activacion de quinasas y
la consecuente fosforilacibn de proteinas. Esta modificacion covalente cambia las
propiedades estructurales de las proteinas y en la mayoria de los casos, este cambio
estructural se asocia con un cambio en la actividad biol6gica de las mismas, dando
como resultado final un cambio en la actividad celular. Sin embargo debe tenerse en
cuenta que el grado de fosforilacién de las proteinas depende del balance neto de las
actividades de proteinas quinasas y proteinas fosfatasas. Por lo tanto, ambos tipos de
enzimas son igualmente importantes para la sefalizacion intracelular y a ellas nos

referiremos con mas detalle en las secciones siguientes.

1.3.1. Proteinas Tirosina Quinasas

Las proteinas quinasas catalizan la transferencia del grupo fosfato en posicién
y del ATP a los grupos hidroxilo de los aminoacidos serina, treonina o tirosina de
diversas proteinas. Segun el aminoacido al cual transfieren el grupo fosfato, estas
enzimas se clasifican en: proteinas tirosina quinasas o proteinas serina/treonina

quinasas.

Un grupo de proteina tirosina quinasas es de localizacion intracelular. A este

grupo pertenecen las quinasas JAKs (Janus Tyrosine Kinase) y las quinasas de la



Introduccién

familia Src. Las JAKs se asocian a receptores de tipo tirosina quinasa y fosforilan a las
proteinas STATs (Signal Transducers and Activators of Transcription) (lhle JN., 1994).
Las quinasas Src fosforilan fundamentalmente proteinas del citoesqueleto o moléculas
de adhesiéon (Shchemelinin, 2006).

El grupo mas ampliamente caracterizado de proteinas tirosina quinasas es el
conformado por los RTKs. Como ya mencionamos, estos receptores son los
mediadores de la accion de diversos factores de crecimiento (Aaronson y col., 1990).
La autofosforilacion del receptor en sitios especificos es importante porque se generan
sitios de anclaje para las moléculas blanco (Pawson y Gish, 1992; Bork y Margolis,
1995). Dichas moléculas son capaces de unirse a los residuos fosforilados en tirosina
a través de sus dominios SH2 (Scr Homology region). Este reclutamiento de

diferentes moléculas facilita la interaccién entre las mismas.

1.3.2. Proteinas serina/ treonina Quinasas

A este grupo pertenecen, entre otros, el receptor del factor de crecimiento
tumoral beta (Tumoral Growth Factor Beta, TGF-B), la PKC, la PKA, las proteinas
quinasas dependientes de ciclinas (CDK), la proteina quinasa B (PKB o AKT) y las
MAPKs.

La actividad de estas quinasas puede ser regulada por eventos especificos
(dafio al ADN, estrés oxidativo, radiacién UV) o por numerosas sefiales quimicas que

incluyen AMPc, GMPc, DAG, y Ca®*/calmodulina, entre otros.

|.3.2.a. Proteina quinasa dependiente de AMPc

La PKA tiene un papel relevante en el control de la actividad celular por su
capacidad de regular procesos celulares tales como la proliferacién y la diferenciacién
(Vermeulen y col., 2003), la organizacién de la red de microtdubulos (Langevin y col.,
2005), la condensacion y descondensacion de la cromatina y la exocitosis en diversos
tipos celulares (Sedej y col., 2005). En el contexto de este trabajo, cabe destacar que
la PKA tiene un rol relevante en el control de la produccidon de esteroides, ya que el
mecanismo de transducciéon de sefiales de la hormona LH incluye la accion de esta

quinasa.

La PKA existe como un complejo tetramérico formado por dos subunidades

regulatorias (subunidades R), que presentan alta afinidad por el AMPc, y dos
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subunidades cataliticas (subunidades C) unidas de forma no covalente. Se han
caracterizado varias isoformas de subunidades R (Rla, RIB, Rlla, RIIB) y de las
subunidades C (Coa, CB, Cy) (Skalhegg y Tasken, 2000). Estas subunidades se
expresan diferencialmente en los distintos tejidos, y son capaces de integrar distintas
isoformas de PKA. El mecanismo de activacion de PKA involucra la union del AMPc a
los sitios denominados A y B en cada subunidad R. En el estado inactivo de la
holoenzima, solamente el sitio B esta expuesto y disponible para la uniéon al AMPc.
Cuando se ocupa este sitio se incrementa la unién del AMPc al sitio A por un cambio
estérico intramolecular. La unién de cuatro moléculas de AMPc, dos a cada subunidad
R, lleva a un cambio conformacional y a la disociacion de un dimero de R unido a
cuatro moléculas de AMPc y de dos mondmeros de C. Las subunidades C, que en este
estado son cataliticamente activas, fosforilan a sus sustratos especificos en residuos
de serina y treonina. Las subunidades R, particularmente las isoformas RII, pueden
asociarse con proteinas de anclaje llamadas AKAPs (A-Kinase Anchoring Proteins) que
permiten localizar a la holoenzima PKA en diferentes compartimentos subcelulares
para fosforilar diferentes sustratos segun el estimulo (Smith y Scott , 2006). Las
AKAPs forman complejos multiproteicos con diferentes enzimas ademas de PKA, por
ejemplo con sustratos de esta quinasa, fosfodiesterasas y fosfatasas, contribuyendo
de esta forma no sé6lo a aumentar la especificidad y versatilidad de la transduccién de
sefiales, sino también a acotar espacio-temporalmente la actividad de PKA (Jarnaess y
Tasken, 2007).

.3.2.b. Proteinas quinasas dependiente de ciclinas

Las quinasas dependientes de ciclinas (CDK) son una familia de proteinas
involucradas en la regulacion del ciclo celular. Las CDKs son proteinas pequefias que
se unen a proteinas reguladoras, llamadas ciclinas, y de esta forma poseen actividad
guinasa. Por ejemplo, cuando una célula quiescente recibe un estimulo mitogénico, se
expresan miembros de la familia de ciclina D, las cuales activan a CDK4 y CDK6. El
complejo ciclina D-CDK4/6 inicia la fosforilacion de miembros de la familia de
proteinas del retinoblastoma (RB), lo cual produce la liberacion de factores de
transcripcion, permitiendo la expresion de genes requeridos para continuar el ciclo
celular (Miller y Flaherty, 2014).

A su vez, los complejos ciclinas-CDKs son regulados por los inhibidores de
CDKs, los CKls (Cyclin-dependet kinase Inhibitors), los cuales estan implicados en la
supresion de la proliferacion celular en condiciones de estrés causado por deficiencia

en factores de crecimiento, dafio al ADN, citoquinas antiproliferativas, entre otros
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(Romanov y col., 2012). La proteina p21 es un CKI que pertenece al grupo Cip/Kip y
es capaz de inactivar la CDK2. Los miembros de la familia Cip/Kip, son responsables

del control del ciclo celular, bloqueando la transicion de la fase G1 a fase S.

|.3.2.c. Proteina quinasa B (PKB/ AKT)

La proteina quinasa B (PKB), también conocida como AKT, tiene un importante
rol en la vias de transduccion de sefiales activadas por factores de crecimiento o por
insulina y estd involucrada en diversas funciones celulares como crecimiento,
sobrevida, metabolismo de nutrientes, entre otros (Song y col., 2005; Meroni y col.,
2002; Martelli y col., 2012). Todas las isoformas de PKB/AKT poseen una estructura
conservada: un dominio amino terminal homélogo a Pleckstrina (PH), un dominio
central quinasa y un dominio hidrofébico regulador en el extremo carboxilo. La
actividad de AKT es modulada por la activacion de una quinasa de fosfolipidos,
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K). Muchos factores de crecimiento y citoquinas
incrementan la actividad de la PI3K, lo cual resulta en un aumento de fosfatidilinositol
3,4-bifosfato (PIP2) y de fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) en la membrana
plasmatica. AKT es reclutada a la membrana plasmaéatica por su interaccion con estos
fosfoinositidos y es fosforilada por una proteina quinasa dependiente de fosfoinositidos
(PDK-1), lo cual produce su activacion (Manning y Cantley, 2007). Sin embargo, es
importante tener en cuenta que la activacion de AKT puede producirse por una via
independiente de PI3K, por ejemplo el aumento de AMPc lleva a la activacion de AKT a
través de PKA y, por otro lado, la activacion de la proteina quinasa dependiente de
Ca?*/calmodulina (CaMK) también puede fosforilar y activar a AKT. Dos sitios criticos

para la fosforilacion y activacién de AKT son la serina 473 y la treonina 308.

La via de AKT es reconocida como una de las vias mas importantes en la
regulacion de la sobrevida celular. Por este motivo, actualmente es estudiada en
distintos tipos de canceres. AKT tiene un efecto directo sobre la apoptosis ya que, por
ejemplo, inhibe la actividad proapoptética de proteinas como BAD, promoviendo la
sobrevida celular (Song y col., 2005). Por otro lado, afecta la expresion de ciertos
factores de transcripcion como los factores Forkhead (FOXO) y la actividad de la
familia p53. La activaciéon de PI3K/AKT lleva a la inhibicién de los factores FOXO

mediante una fosforilacion inhibitoria (Hay N., 2011).
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.3.2.d. Proteinas Quinasas Activadas por Mitégenos

Las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPKs) son una familia de
serina/treonina quinasas que desempefian un papel fundamental en la regulacién de
una amplia variedad de funciones celulares, que incluyen la proliferacién vy
diferenciacion celular, la migracion, la apoptosis, entre otras. En los seres humanos,
la superfamilia de MAPK incluye una decena de miembros, entre ellos ERK1, ERK2,
ERK3, ERK5 y ERK7; JNK1, JNK2, JNK3 y las proteinas p38 (Roux y Blenis, 2004;
Raman y col., 2007).

- Clasificacion

Estas quinasas se clasifican en tres grandes grupos, segun el tipo de estimulo
gue provoca su activacién, entre otras caracteristicas. Estos grupos estan constituidos
por: (a) las quinasas reguladas por sefiales extracelulares (Extracellular Regulated
Kinases, ERKs), (b) las quinasas del extremo N-terminal del factor de transcripcidn c-
Jun (Jun N-terminal Kinase, JNKs), también conocidas como quinasas activadas por
estrés (Stress Activated Protein Kinases, SAPKs), y (c) el grupo de p38 (Roux y Blenis,
2004).

La familia de las ERKs incluye dos enzimas denominadas ERK1 y ERK2 que
exhiben una alta homologia de secuencia, especialmente en el dominio de unién al
sustrato (Boulton y col., 1991). Estas proteinas, de 44 y 42 kDa de peso molecular
respectivamente, se expresan de manera ubicua y se activan principalmente en
respuesta a factores de crecimiento y estimulos proliferativos en general (Raman y

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

El grupo de las JNKs se activa en respuesta a multiples formas de estrés
ambiental y a citoquinas (Ip y Davis, 1998). Se conocen tres genes que codifican para
las JINKs en mamiferos. Los genes que codifican para JNK1 y JNK2 se expresan en
forma ubicua y generan 8 isoformas por maduracién alternativa del ARN mensajero
(Gupta y col., 1996).

Las MAPKs del grupo de p38, que incluye a las isoformas a, B, v y 6, también se
activan por exposiciéon de las células a citoquinas (Ashwell JD., 2006), a distintos tipos
de estrés ambiental (Obata y col., 2000), endotoxinas (Abraham E., 2005), y
radiaciéon (Munshi y Ramesh, 2013), pero no se activan apreciablemente por estimulos

mitogénicos. Muchos estimulos que activan p38 también activan a las JNKSs.
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- Mecanismo de activacién vy regulacién de la actividad de las MAPKs

Una caracteristica comun de los miembros de los tres subgrupos de MAPKs esta
relacionada con su mecanismo de activacion. Todas las isoformas deben ser
fosforiladas en dos residuos, treonina y tirosina, para exhibir maxima actividad
(Raman y col., 2007). El sitio de fosforilacion, ubicado en el dominio quinasa, consiste
en un tripéptido con una secuencia general treonina-x-tirosina (thr-x-tyr). Los
diferentes grupos de MAPKs estan definidos por la identidad del aminoacido x que
separa a los residuos de treonina y tirosina fosforilados, siendo el motivo de
fosforilacién dual thr-glu-tyr, thr-gly-tyr y thr-pro-tyr para los grupos de MAPKSs:
ERKs, p38 y JNKs respectivamente (Schaeffer y Weber, 1999; Roux y Blenis, 2004;
Tanoue y Nishida, 2002).

La activacion de las MAPKs est4 vinculada con la activacién tanto de los RTKs
como de los receptores 7TMS. Los diversos estimulos que promueven la activaciéon de
estos receptores desencadenan una cascada de eventos de fosforilacion que conduce a
la activacién de las MAPKs. En esta cascada de fosforilaciones interviene un grupo de
quinasas de actividad dual: las MAP quinasa quinasas (MAPKKs o MKKs). Las MAPKKs
son altamente especificas e incluyen a MEK1 y MEK2, que activan a las ERKs; MKK3,
MKK4 y MKK6 que activan al grupo de p38 y las isoformas MKK4 y MKK7 que activan
al grupo de JNKs (Roux y Blenis, 2004; Tanoue y Nishida, 2002) (Figura 1). A su vez,
las MAPKKs son activadas por fosforilacion mediada por las MAP quinasa quinasa
quinasas (MAPKKKs o MKKKs). Un grupo de MAPKKKs esta integrado por las quinasas
Raf (ay B). Las proteinas Raf son serina/treonina quinasas que promueven la
activaciéon de MEK1 y MEK2, lo que lleva a la activacion de las ERKs. La activacion de
Raf se produce por accién de un grupo de proteinas denominadas Ras. La activacion

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

La cascada de fosforilaciones que lleva a la activacién de las MAPKs es
facilitada por interacciones con proteinas adaptadoras o de anclaje (scaffold proteins).
Estas proteinas organizan los caminos de sefalizacion permitiendo el contacto
simultdneo de varios componentes, determinando no sélo la localizacion subcelular
sino también la duracion de la actividad de las MAPKs, garantizando entonces la

activacion de una via de sefializacion especifica frente a un estimulo determinado.

El control de la magnitud y duracion de la actividad de las MAPKs y, por lo
tanto, el resultado de la sefializacion depende también de la regulacién de su estado
de fosforilacion por proteinas fosfatasas. La desfosforilacion tanto del residuo treonina
como del residuo tirosina del dominio catalitico de las MAPKs (motivo thr-x-tyr) resulta

en la inhibicidn de su actividad enzimatica. Las proteinas fosfatasas involucradas en
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este proceso pueden ser proteinas tirosina fosfatasas, serina/treonina fosfatasas y

fosfatasas de especificidad dual (treonina y tirosina).

ESTIMULO Factores de crecimiento, Hiperosmosis, estrés oxidativo,
estimulos mitogénicos radiacion UV, citoquinasinflamatorias
|j————f———— ————————— _ ________
I Médulo de ERK1/2) ! M6dulo de INK \ :
1 1 1
1 1 1

MAPKKK 1 | I
: ' |
| 1
1 # 1 4 \ ; 1
1 1 1
1 1 1
MAPKK I ) \
: [N ] 1
[N ] 1
! # 1 / \ / 1
: [N ] 1
MAPK I : : P38 a/Ply :
: 1 [
1
1 1 )

RESPUESTA Proliferacion, Apoptosis, inflamacion, crecimiento,
diferenciacion celular  arrestro del ciclo celular, diferenciacion

Figural. Esquema de las cascadas de activaci On de los tres principales grupos de MAP

quinasas: ERKs, JNKs y p38. La activacion de las MAPKs incluye la fosforilacion y activacion
secuencial de distintas proteinas por accion de diferentes quinasas especificas: las MAP quinasa
guinasa quinasas (MAPKKKs o MAP3K) y las MAP quinasa quinasas (MAPKKs o MAP2K). Los estimulos

desencadenan la activacion del primer miembro de la cascada: MAP3K.

Entre las fosfatasas de serina/treonina que son capaces de desfosforilar a las
MAPKs se ha descripto a las proteinas 2A y 2C (PP2A y PP2C) (Saxena y Mustelin,
2000). Entre las fosfatasas de tirosina que desfosforilan a las MAPKs se encuentran
las enzimas STEP (Striatal Enriched Phosphatase) y PTP-SL (Protein Tyrosine
Phosphatase-STEP Like), que desfosforilan particularmente a ERK1/2 (Zuniga y col.,
1999). Sin embargo, existe un grupo particular de proteinas fosfatasas que tiene
como funcién especifica desfosforilar a los miembros de la familia de las MAPKs. Estas
fosfatasas, denominadas MAP quinasa fosfatasas (MAP Kinase Phosphatases, MKPs),

exhiben actividad dual (treonina y tirosina).
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- Sustratos de las MAPKs

Las MAPKs se unen a sus proteinas regulatorias y a sus sustratos a través de
interacciones especificas proteina-proteina en sitios determinados denominados sitios
de anclaje. Estos sitios estan ubicados fuera del dominio catalitico de la enzima y son
fundamentales en la determinacion de la especificidad de sustrato, localizaciéon
subcelular y eficiencia de la actividad enziméatica (Tanoue y Nishida, 2002). Los
sustratos méas ampliamente caracterizados de las MAPKs son factores de transcripcion
como Elk-1, c-Fos, c-Jun, STAT3. En muchos tipos celulares, el factor de transcripcion
NUR77, el cual tiene relevancia en el contexto de este trabajo, se activa por

fosforilacién mediada por ERK1/2 (Bourhis y col., 2008).

Sin embargo, los factores de transcripcién no son los Unicos sustratos de las
MAPK. Estas quinasas también fosforilan enzimas citoplasméticas, como ciertas
fosfolipasas y proteinas del citoesqueleto, y proteinas de membrana como calnexina
(Roux y Blenis, 2004). Otros sustratos de las MAPKs son las proteinas quinasas
activadas por MAPKs (MAPK-Activated Protein Kinases, MAPKAPK), como RSK
(Ribosomal S Kinase) y MSK (Mitogen and Stress activated kinase), que intervienen en
la regulacion de factores de transcripciéon y enzimas. Estas proteinas representan un
paso adicional en el camino de amplificacion de las cascadas de las MAPKs (Roux y
Blenis, 2004).

|.4. Proteinas fosfatasas

La fosforilacién de proteinas es un evento de suma importancia en la regulacion
de las actividades de la célula. Una de las principales caracteristicas de esta
modificacion es que, en el contexto celular, puede revertirse por accion de las
proteinas fosfatasas. Las proteinas fosfatasas son enzimas que remueven
hidroliticamente residuos fosfato especificos de las proteinas modificadas. En las
células existe un balance dinamico entre la fosforilacion y desfosforilacion de proteinas
por la accion concertada de proteinas quinasas y fosfatasas. Por lo tanto, una
modificacion de cualquiera de estos componentes puede tener un impacto importante
en la transduccién de sefiales. Actualmente se acepta que, en la regulacién de la
actividad celular, las proteinas fosfatasas cumplen funciones de similar relevancia que

las proteinas quinasas.
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1.4.1. Proteinas serina/ treonina Fosfatasas

Las serinal/treonina fosfatasas son un grupo de enzimas que remueven grupos
fosfato de residuos de serina y treonina de sus proteinas blanco. Estas catalizan, en
gran parte, la desfosforilacion de proteinas involucradas en procesos metabdlicos.
Este grupo de enzimas se caracteriza por presentar un numero acotado de
subunidades cataliticas que, en su mayoria, funcionan en complejos hetero-
oligoméricos con una gran diversidad de subunidades regulatorias. Esta caracteristica
le otorga a estas enzimas especificidad de sustrato y de localizacién subcelular (Cohen
PT., 2002; Barford D., 1996). Las isoformas PPl, PP2A, PP2B y PP2C son las
responsables de casi toda la actividad de serina/treonina fosfatasa in vivo (Virshup y
Shenolikar, 2009).

1.4.2. Proteinas Tirosina Fosfatasas

Las proteinas tirosina fosfatasas conforman una familia de enzimas con un
origen evolutivo comin y una estructura diversa, con un sitio catalitico conservado

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

Un grupo de proteinas tirosina fosfatasas desfosforilan Gnicamente residuos de
tirosina y conforman el grupo de las PTPs “clasicas” (Protein Tyrosine Phosphatases,
PTPs). Otro grupo de tirosina fosfatasas son enzimas que exhiben actividad dual, ya
que desfosforilan tanto residuos de serina/treonina como de tirosina. A estas enzimas
se las denomina proteinas fosfatasas de actividad dual (Dual Specficity Phosphatases,
DSPs) (Dickinson y Keyse, 2006; Camps y col., 2000). Aunque pertenecen a la misma
familia, estos dos grupos de enzimas presentan poca homologia de secuencia excepto

en los residuos claves dentro del sitio catalitico.

|.4.2.a. Proteinas PTPs “clasicas” o PTPs

Las PTPs pueden subdividirse en dos grupos de acuerdo a su ubicacién dentro
de la célula: las que atraviesan la membrana plasmética, denominadas PTPs de tipo
receptor, y las que se localizan en una variedad de compartimentos intracelulares
(como el citoplasma y el reticulo endoplasmético, entre otros) denominadas PTPs de

tipo no-receptor.

La actividad de las PTPs esta controlada en forma precisa por distintos

mecanismos, fundamentalmente a través de modificaciones post-traduccionales y/o
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interacciones proteina-proteina que modulan la actividad a través del control de la

localizacién subcelular.

La dimerizacidon es un mecanismo regulatorio de la actividad de las PTPs de tipo
receptor, al igual que lo que ocurre con los RTKs. Se ha detectado la formacién de
dimeros de estas enzimas y que esta dimerizacion puede bloquear la actividad

catalitica de las mismas (Bilwes y col., 1996).

Con respecto a los mecanismos post-traduccionales de regulacion, es conocido
gue la actividad de varias PTPs esta controlada por eventos de fosfo/desfosforilacion.
La fosforilacion tanto en residuos de tirosina como de serina/treonina es uno de los
mecanismos mas relevantes en la regulacion de la actividad de las PTPs (Stoker AW.,
2005; Tonks NK., 2006). Aunque en condiciones basales las PTPs exhiben marcada
actividad, la fosforilacion inducida por ligandos puede regular esta actividad por al
menos dos mecanismos diferentes: por modificar los parametros cinéticos y/o por

dirigir la interaccidon con su ligando (Garton y Tonks, 1994; Wang y Bixby, 1999).

1.4.2.b. Proteinas Fosfatasas de Actividad Dual

Las proteinas fosfatasas de actividad dual (DSPs) son enzimas capaces de
desfosforilar tanto residuos de tirosina como residuos de treonina. Esta familia esta

compuesta por varios subgrupos de enzimas.

Uno de estos subgrupos esta formado por las enzimas Cdc (Cell Division Cycle).
Cdc25A es uno de los reguladores mas importantes del ciclo celular. Esta enzima
remueve la fosforilacién inhibitoria de las CDKs, tales como CDK2, CDK4 y CDKB6,
promoviendo la actividad de las CDKs hacia la progresion del ciclo celular. Cdc25

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

En el contexto de este trabajo, el subgrupo de fosfatasas duales de mayor
relevancia es del de las MAP quinasas fosfatasas (MKPs), enzimas que catalizan la
desfosforilacion de los miembros de la familia de las MAPKs (Dickinson y Keyse,
2006). En la seccién siguiente describiremos detalladamente este tipo de fosfatasas

duales.

1.4.3. MAP quinasa fosfatasas (MKPSs)

En mamiferos, la familia de las MKPs comprende una decena de miembros. En

base a la homologia de secuencia, estructura proteica, especificidad por sustrato y
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localizacién subcelular, se los clasifica en tres grandes grupos: el primero, tipificado
por MKP-1, comprende enzimas nucleares rapidamente inducibles por factores de
crecimiento o sefiales de estrés (Keyse y Emslie, 1992; Rohan y col., 1993). Estas
enzimas estan conformadas por 300 a 400 aminoacidos, no presentan secuencias de
localizacién nuclear clasicas (Nuclear Localization Sequence, NLS) pero si presentan al
menos un motivo leu-x-x-leu-leu (0o motivo LXXLL) en el extremo N-terminal que
funciona como tal. Este motivo esta involucrado en la interaccidn con receptores
nucleares y por lo tanto en el transporte al ndcleo (Kawajiri y col., 2003; Wu y
Bennett., 2005). A este grupo también pertenecen MKP-2 y PAC-1 (Phosphatase of
activated cells o DUSP-2). ElI segundo subgrupo, tipificado por MKP-3, incluye
predominantemente enzimas citosélicas, debido a que presentan secuencias de
exportacién nuclear (Nuclear Export Sequence, NES), y cuyos transcriptos son
inducidos por estimulos especificos, pero no por estrés ambiental (Groom y col., 1996;
Dowd y col., 1998). ElI tercer grupo incluye a MKP-5 y MKP-7. Estas proteinas son
mas grandes que las de los otros subgrupos y se caracterizan por desfosforilar
selectivamente a las MAPKs JNK y p38 pero no a las ERKs. Tienen secuencias NES y
NLS y se las encuentra tanto en citoplasma como en nucleo (Tanoue T., 2001) (Figura
2).

Con respecto a la especificidad de sustrato cabe mencionar que MKP-1 y MPK-2
son capaces de desfosforilar a los miembros de los tres subgrupos de MAPKs, mientras
que MKP-3 es especifica para ERK1/2 (Boutros y col., 2008). Es importante
mencionar que las MKPs que son arquetipos de la familia de las MKP, es decir MKP-1,
MKP-2 y MKP-3, son producto de genes denominados también DUSP1, DUSP4 vy

DUSP6 (Dual specificity protein phosphatase), respectivamente.

Especificas
para p38 y JNK
MKP-5/ DUSP10
MKP-7/ DUSP16

DUSP8
Especificas J— Enzimas nucleares
para ERK1/ 2 inducibles
MKP-3/ DUSP6 MAPK MKP-1/ DUSP1
MKP-x/ DUSP7 MKP-2/ DUSP4
MKP-4/ DUSP9 DUSP5
Figura 2. Clasificacion general de las MKPs: De acuerdo a su localizacién subcelular,

especificidad de sustrato y regulacién, se distinguen tres grandes grupos de MKPs.
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|.4.3.a. Estructura de las MKPs

Las MKPs tienen un peso molecular que varia entre 34 y 69 kDa. Estan
compuestas por dos dominios: el dominio catalitico con actividad de fosfatasa dual
(Dual Specificity Phosphatase, DSP) que se encuentra en el extremo C-terminal y el
sitio de unidén a las MAPKs, (MAP Kinase Binding domain, MKB) que se encuentra

ubicado en la porcion N-terminal (Figura 3).

Con respecto al DSP, existe una homologia mayor al 80% entre los distintos
miembros de la familia de las MKPs. Este dominio esta constituido por
aproximadamente 140 aminoacidos y posee una secuencia de 9 aminoacidos (his-cys-
x-x-gly-x-x-arg-ser) involucrada en la catdlisis (Dickinson y Keyse, 2006). ElI dominio
MKB de las MKPs contiene un grupo de aminoéacidos cargados positivamente, incluidos
dentro de una region hidrofébica, responsables de la interaccion con las MAPKs

(Tanoue y col., 2000; Tanoue y col., 2002).

DSP
MAPK P

Figura 3. Interaccién entre MKP y su sustrato. El esquema ilustra la interaccion entre la MKP y

su sustrato a través del motivo MKB.

El dominio MKB juega un rol fundamental en la regulacion de la especificidad
de sustrato a través de interacciones de anclaje con las MAPKs. Mas aun, se ha
demostrado que varias MKPs son activadas por la union al sustrato a través de su
dominio MKB (Castelli y col., 2004; Farooq y col., 2003). La unidon de la MAPK
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fosforilada al dominio MKB altera la estructura del dominio DSP. Este cambio
conformacional, junto con la interaccién del dominio catalitico con la MAPK, causa un

incremento en la actividad catalitica de MKP-3 (Zhou y col., 2001).

La MKP-1 presenta, ademas de los sitios MKB y DSP, un sitio de unién para
ERK (Docking site for ERK, DEF). Los dominios estructurales de MKP-1 se muestran
en la figura 4. Por otro lado, las MKPs citosolicas, como MKP-3, MKP-4 y MKP-x,
presentan entre el dominio amino terminal y el carboxilo terminal un interdominio

conservado entre los miembros del grupo (Figura 4).

MKB DSP DEF
MKP-1  NH, - 2 V7] e e [Je e} coon
1 367
SITIO
MKB NES CATALITICO
64-74 164-175 293-299

MKP-3  NH, - IR [ off o] f coon

1 134 206 / \ 381

HCLAGI SRS

Y Y g

DOMINIO AMINO INTERDOMINIO DOMINIO CARBOXILO
TERMINAL oTERMINAL

Figura 4. Dominios estructurales de las MKPs humana y sitios de fosforilacion. Arriba : La
MKP-1 humana tiene un dominio DEF (Docking site for ERK) o motivo FxFP que se encuentra entre los
residuos 339-342, rodeado de 4 sitios consenso de fosforilacién por ERK (S296, S323, S359, y S364
(circulos negros). También se muestran los dominios MKB (MAP Kinase Binding domain) y el dominio
catalitico DSP (Dual Specificity Phosphatase) (Lin y Yang, 2006). Abajo: La MKP-3 humana presenta
un dominio MKB entre los aminoacidos 64 y 74 y un dominio NES (Nuclear Export Sequence) entre los
aminoéacidos 164 y 175. Las MKPs citoplasméticas conservan un interdominio entre los dominios
amino y carboxiterminal (en MKP-3, entre los aminoacidos 134 y 206). El sitio catalitico se encuentra
en el extremo carboxilo terminal entre los aminoacidos 293 y 299, de estos nueve residuos, la
cisteina resulta esencial para la catalisis. En el esquema se indican los sitios de fosforilacion: la S174
(circulo blanco) involucrado en la degradacion de MKP-3 inducida por PDGF (Jurek y col., 2009), los
residuos S159 y S197 (circulos grises) involucrados en la degradacién de MKP-3 inducida por suero
(Marchetti y col., 2005) y el residuo T92 (circulo negro) corresponde a un sitio de fosforilacion por
PKA de alto score.
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|.4.3.b. Regulacion transcripcional y post-traduccional de | as MKPs

Una de las caracteristicas de las MKPs nucleares es su rapida induccion
transcripcional por factores de crecimiento o distintos tipos de estrés. Por ejemplo, la
expresion de la fosfatasa MKP-1 esta regulada por multiples estimulos, tales como EGF
(Ryser y col., 2002), acido araquidénico (Metzler y col., 1998), estrés (Li y col.,
1999), glucagon (Schliess y col., 2000), glucocorticoides (Clark AR., 2003) y LH (Brion
y col., 2011), entre otros. La fosfatasa PAC-1 es inducida por mitdgenos en células B
y T humanas (Rohan y col., 1993). La expresiéon de MKP-2 es incrementada por
diversos estimulos comos factores de crecimiento (Misra-Press y col., 1995), &cido
retinoico (Palm-Leis y col., 2004), estrés oxidativo (Wang y col., 2007), senescencia
(Torres y col., 2003) y GnRH (Gonadotropin releasing hormone) (Zhang y col., 2001).
Nuestro grupo ha demostrado recientemente que la activaciéon del RLH conduce a la

induccion de MKP-2 en células de Leydig (Gomez y col., 2013).

Dependiendo del tipo celular, el mecanismo de inducciéon de las MKPs involucra
la actividad de varias quinasas, entre las que podemos mencionar a PKA y las MAPKs.
Esto se condice con la presencia de sitios CRE (cAMP response elements) y sitios AP-1
(Activator Protein 1) en los promotores de los genes de las MKPs. En nuestro
laboratorio se ha demostrado la participacion de PKA en la induccién de MKP-1 por
ACTH en células adrenocorticales (Bey y col., 2003) y en células de Leydig MA-10 por
accién de la hormona hCG (gonadotrofina coriénica humana, hormona que se une al
receptor de LH) (Brion y col., 2011). En células adrenocorticales, la preincubacién con
un inhibidor de PKA bloquea solo parcialmente el incremento en los niveles del ARNm
de MKP-1 alcanzados por ACTH. Este resultado, sumado a que ACTH dispara la
activaciéon tanto de PKA como de PKC, sugiere que PKC tiene un rol en la inducciéon de
MKP-1 por ACTH. En células de Leydig, en cambio, la estimulacién con hCG o con su
segundo mensajero (AMPc) produce efectos cuantitativamente similares sobre la
induccién de MKP-1, lo que implica que eventos independientes de PKA tienen poco
efecto sobre la induccién de la fosfatasa. Por otro lado, se ha demostrado que la
activaciéon de Raf también participa en la induccion de MKP-1. Por ejemplo, en
fibroblastos de ratdn, la activacion de Raf-1 promueve tanto la activacion de ERK1/2
como la induccién de MKP-1 y MKP-2. Ma4s aln, la presencia del compuesto PD98059,
un inhibidor de MEK1/2, disminuye notablemente los niveles de estas fosfatasas

demostrando la participacion de ERK1/2 en este proceso (Brondello y col., 1997).

En cuanto a las MKPs citoplasméaticas un ejemplo lo constituye la isoforma
MKP-3, una enzima que se expresa constitutivamente en algunos tipos celulares y en
otros es inducible por factores de crecimiento tales como el FGF y el factor de

crecimiento nervioso (Nerve Growth Factor; NGF) (Camps y col., 1998). Existen
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ejemplos que muestran una regulacion reciproca entre ERK1/2 y MKP-3. La
fosforilacién y la activacion de ERK1/2 se produce normalmente a través de la
estimulacion de la cascada Ras/Raf/MEK1/2. MEK1/2 es altamente especifica para la
fosforilacién y la activacion de ERK1/2. La magnitud y la duracién de la actividad de
ERK son determinadas por la actividad de la quinasa que la fosforila, MEK1/2, y las
fosfatasas que la desfosforilan. Los niveles de MKP-3 estan regulados, al menos en
una serie de sistemas analizados, por ERK1/2 ya que éstas pueden aumentar los
niveles del ARNm de MKP-3. Por ejemplo, en fibroblastos se ha demostrado que la
estimulacion con FGF produce la activacion trancripcional del gen DUSP6/MKP-3
mediante un mecanismo dependiente de la actividad de ERK (Ekerot y col., 2008).
Incluso se ha demostrado que la via MEK/ERK esta involucrada en el aumento de la
estabilidad del ARNm bajo condiciones de hipoxia (Bermudez y col., 2011). Por otro
lado, los niveles de la proteina MKP-3 también pueden ser modificados mediante
mecanismos dependientes de ERK. Por ejemplo, en hepatocitos la estimulacidon con
insulina promueve la degradacion de MKP-3 via ERK (Feng y col., 2012). Por lo tanto
los niveles de proteina MKP-3 estan determinados, al menos en parte, por el balance
entre dos efectos contrapuestos y dependientes de ERK: aumento de los niveles del

ARNm y disminucién de los niveles de la proteina (Figura 5).

Ras

!

Raf

!

MEK1/2

!

—
ERK1/2 I MKP3

Figura 5. Regulacién reciproca entre ER1/2 y MKP-3 . La activacion de la cascada
Ras/Raf/MEK1/2 lleva a la fosforilacion y activacion de ERK1/2. La activaciéon de ERK1/2 promueve la
expresion génica de MKP-3 con el consiguiente incremento de la proteina. MKP-3 inactiva a ERK1/2

mientras que estas quinasas promueven la fosforilacién y degradaciéon de MKP-3.
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Dentro de las MKPs, existen diferencias entre las isoformas 1, 2 y 3 en lo que
respecta a la cinética de induccién. Mientras que MKP-1 se induce r4pidamente, la
induccion de MKP-2 y MKP-3 es mas lenta. Se postula que la diferente cinética de
induccion de las fosfatasas nucleares MKP-1 y MKP-2 esta relacionada con el control
de la actividad de las MAPKs pero desde diferentes aspectos. Por un lado MKP-1
regularia la magnitud de la activacion de las MAPKs, mientras que MKP-2, de
expresion mas tardia, regularia la duracion de la actividad de estas quinasas
(Roberson y col., 2005). Por otra parte, dado que MKP-1 y MKP-2 regulan la actividad
de ERK en el nucleo, mientras que MKP-3 lo hace en el citoplasma, la regulacién de
estas tres enzimas resulta clave para ejercer un control temporal y espacial estricto de
ERK1/2.

Esta documentado que algunos miembros de la familia de las MKPs también se
regulan a nivel post-traduccional. Estudios realizados en fibroblastos de ratén han
demostrado que la fosforilacion de MKP-1 por ERK1/2 en los sitios S359 y S364 reduce
el grado de ubiquitinacion de MKP-1 promoviendo de esta forma su estabilizacion
(Brondello y col., 1999). En contraposicion a esto, existe un trabajo que demuestra
gue la activacién de ERK1/2 induce la degradacién de MKP-1, mas aun, la inhibicién de
ERK1/2, disminuye notablemente la ubiquitinacion de esta fosfatasa y su degradacion
por el proteosoma (Choi y col., 2006). Estas discrepancias se pueden explicar por los
hallazgos del grupo de Lin y Yang obtenidos en una linea celular humana. Este grupo
demostré que la fosforilacion por ERK en los sitios S296 y S323 promueve la
degradacién de MKP-1 (Figura 4) (Lin y Yang, 2006). En células de Leydig, hCG
promueve la fosforilacion de MKP-1 en S359 y S364 incrementando su estabilidad
(Brion y col, 2011), aunque resultados preliminares sugieren que la estimulacion
también promueve la fosforilacion en los sitios de inestabilidad, es decir en S296 y
S323. Por otro lado, en células de Leydig la estimulacion con hCG o AMPc también
estabiliza la proteina MKP-2. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre con MKP-1,
esta modificacién no depende de ERK1/2 (Gémez y col, 2013). Actualmente estamos
analizando si hCG/AMPc promueve la estabilizacion de MKP-2 a través de la
fosforilacién en una serina localizada en el dominio NLS1 y en el contexto de un sitio
de fosforilaciéon por PKA de alto score. También se ha descripto la regulacion de MKP-
3 por modificacién covalente. Por ejemplo, en fibroblastos de hamster la estimulacion
con suero induce la fosforilacibn de MKP-3 y su posterior degradaciéon por el

proteosoma de manera dependiente de MEK1/2-ERK1/2 (Marchetti y col., 2005).

De estos trabajos podemos concluir que uno de los mecanismos de regulacion

post-traduccional de las MKPs es la fosforilacion, en particular por accion de ERK1/2.
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Sin embargo, los efectos de esta modificacién son variables, ya que dependen del

residuo fosforilado, del estimulo que promueve esta modificacién y del tipo celular.

Es importante mencionar que las MKPs presentan sitios consenso para
diferentes modificaciones covalentes en sitios conservados. Sin embargo hasta el
presente se ha documentado la ocurrencia in vivo so6lo de la fosforilacion y la
acetilacién (Boutros y col., 2008). Se demostré que la estimulacion de macréfagos
con lipopolisacaridos (LPS) lleva a la acetilacion de MKP-1 en una lisina ubicada en el
dominio de anclaje a MAPKs (K57). La acetilacibn en este residuo incrementa
notablemente la afinidad de MKP-1 por su sustrato p38 y esto conduce a unha
disminucién en los niveles de p38 activada (Cao y col., 2008). No obstante no se ha
analizado si la acetilacion de MKP-1, o MKPs en general, se asocia con un cambio en la

estabilidad de la proteina

|.4.3.c. Mecanismo de accién

Se han propuesto varios modelos que explican el mecanismo por el cual las
MKPs ejercen su funcion de una manera espacio-temporal concertada. En el caso de
las isoformas nucleares, como MKP-1 y MKP-2, se propone que cuando las fosfatasas
se inducen y translocan al nucleo, su nivel en ese compartimento aumenta y se inicia
una competencia con los sustratos de las MAPKs: las fosfatasas y los sustratos
compiten por la unién a la quinasa. Este evento serviria para atenuar la transcripcién
de genes dependiente de MAPK de dos formas: primero, impidiendo la unién de las
MAPK a sus sustratos e interfiriendo con la activacién de éstos; segundo, por
desfosforilacion e inactivacion de la MAPK. También las MKPs pueden unirse a MAPKs
inactivas, y bloquear de esta forma cualquier posibilidad de activacién posterior de la

quinasa por un nuevo estimulo.

Para las isoformas citoplasméaticas como MKP-3 se propone que la interacciéon
con su sustrato no sélo contribuye a la desfosforilacion del mismo sino que también
contribuye a la re-localizacidon del mismo en el citoplasma. La interaccidon entre MKP-3
y ERK evita la translocacion de ERK al nicleo y consecuentemente la fosforilacion de

sus sustratos nucleares (Karlsson y col., 2004).

Por lo tanto, las MKPs regulan los procesos en los que participan las MAPKs no
s6lo por la inactivacién directa de estas quinasas sino también por unién a ellas,
impidiendo la interaccién con otros reguladores y/o sustratos o secuestrandolas en
determinados compartimentos celulares. Este mecanismo de inhibicion de las MAPKs

explicaria la existencia de las MKPs de la familia STYX. Estas MKPs son enzimas que
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contienen una mutacién puntual en el dominio DSP que las hace cataliticamente
inactivas (Wishart y Dixon, 1998) pero mantienen el dominio N-terminal donde se
encuentra el sitio de anclaje a MAPKs. Por lo tanto estas fosfatasas podrian regular

también la actividad de las MAPKs por competencia con los sustratos de éstas.

|.4.3.d. La participacion de MKPs en el control de la actividad celular

Las MKPs contribuyen a la regulacion de procesos bioldgicos tan diversos como
la proliferacién celular, el desarrollo, la apoptosis, la diferenciacién y la inflamacién.
En sintesis, todo proceso regulado por MAPKs es susceptible a la modulacién por
MKPs. Este hecho ha favorecido un incremento significativo del estudio de estas

enzimas en los Ultimos anos.

Por ejemplo, dado el rol relevante de las MAPKs en la proliferacion celular -y
consecuentemente en la transformacion maligna- es esperable la contra regulacién por
MKPs. En este contexto, MKP-3 es considerada como proteina antitumoral por su
capacidad de desfosforilar especificamente a ERK1/2 (Zeliadt y col., 2008). Por otro
lado la expresion de MKP-1 estd aumentada en varios tipos de tumores humanos y se
demostré que su sobreexpresion protege a estas células de la apoptosis mediada por
distintos agentes antitumorales como el cisplatino (Sanchez-Perez y col., 2000), por
inhibidores del proteosoma (Small y col., 2004) y por radiacion UV (Franklin y col.,
1998). En células normales, también se observ6 el rol antiapoptético de MKP-1
principalmente por su capacidad de inactivar las MAPKs p38 y JNK. Sin embargo,
también se ha observado que esta fosfatasa puede inactivar otro miembro de la
familia de MAPKs, ERK1/2, y esto resulta en la inhibicion del ciclo celular. Estudios
realizados utilizando fibroblastos provenientes de ratones knock out para el gen de
MKP-1 mostraron una disminucién de la velocidad de proliferacibn 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 regulacién de la inflamacion durante la
respuesta inmune innata. En macrofagos, la interaccion de los receptores TLR (Toll-
like receptor) con LPS en la membrana celular desencadena una respuesta
inflamatoria que involucra la activacién de dos vias intracelulares, la via de NFxB y la
via de las MAPKs, fundamentalmente p38 y JNK. Es por esto que se ha estudiado
intensamente el rol de las MKPs en la regulacion de este proceso. Ratones knock out
para los genes de MKP-1 y PAC-1 mostraron ser mas susceptibles a las infecciones con
LPS que los ratones wild type (Chi y col., 2006). Mas aun, macrofagos derivados de

estos animales mostraron aumento en las actividades de p38 y JNK y, como
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consecuencia, niveles muy elevados de citoquinas proinflamatorias 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 interaccién proteina-proteina a
través del dominio de unién N-terminal de ERK1/2. (Nichols y col, 2000). El aumento
en los niveles basales de ERK1/2 fosforilada en corazén 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 también pueden modificar la actividad celular
mediante una accién sobre sustratos que no son MAPKs (Boutros y col., 2008).
Recientemente se ha demostrado que MKP-3 interactia con el factor de transcripcién
FOXO1 (Forkhead box protein Ol1) en el citoplasma, promoviendo su desfosforilacion y
su translocacién al nucleo, con la subsecuente activacion de genes claves en la
gluconeogénesis (Jiao y col., 2012; Wu y col., 2010). Este novedoso mecanismo
resulta de sumo interés ya que FOXOL1 participa en la regulacion no sélo de genes
relacionados con el metabolismo sino también con numerosos genes relacionados con
un amplio abanico de procesos celulares. En particular, FOXO1 participa en el control
del arresto del ciclo celular, a través de la induccién de un inhibidor del ciclo celular:
p21 (Roy y col., 2010). Mas aln, FOXO1 regula negativamente la proliferacién de
células de la granulosa del ovario y su diferenciacion inducida por FSH (Park y col
2005). En células gonadotrofas, FOXOL1 inhibe la transcripcién de LH inducida por Gn-
RH (Arriola y col., 2012).
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Il. LA CELULA DE LEYDIG BAJO EL CONTROL DE LA HORMONA TROFICA COMO
MODELO PARA EL ESTUDI O DE MKPs

I1.1. Sintesis de esteroides y tejidos esteroidogén icos

El colesterol es el precursor comin de un gran numero de hormonas
esteroideas sintetizadas en diferentes tejidos, como corteza adrenal, ovario, testiculo,
placenta e incluso el tejido nervioso. Estas hormonas tienen diferentes acciones
biolégicas y de acuerdo a ellas se clasifican como progestagenos, corticoides (gluco y
mineralocorticoides), andrégenos y estrégenos. Estas hormonas regulan el
metabolismo de glucidos (glucocorticoides), balance hidrosalino (mineralocorticoides),
la diferenciacion sexual, el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios
(andrégenos, estrégenos), la implantacién y la embriogénesis (progestagenos). La
esteroidogénesis es un proceso altamente regulado, lo que garantiza un nivel
apropiado de los diferentes esteroides en el momento adecuado. Esto contribuye al

funcionamiento arménico del organismo.

11.1.1. Biosintesis de hormonas esteroideas

La sintesis de esteroides depende de la disponibilidad de colesterol, el cual
debe ser rapidamente transportado hacia la mitocondria, donde se inicia este proceso.
El colesterol de los depdsitos intracelulares puede provenir de la sangre transportado
por las lipoproteinas de alta densidad (HDL) o de baja densidad (LDL), y en menor
proporcién, de la sintesis celular de novo a partir de acetato. EIl colesterol obtenido es
almacenado, como colesterol esterificado con acidos grasos, en forma de gotas

lipidicas intracelulares.

La primera etapa de la via de sintesis de esteroides consiste en la conversion
de colesterol a pregnenolona (P5), un esteroide de 21 C, e isocaproaldehido (Dorfman
y col 1957) (Figura 6). Esta reaccidon, que comprende dos hidroxilaciones y la escisién
de la cadena lateral del colesterol, es catalizada por un complejo enzimatico localizado
en la membrana mitocondrial interna denominado complejo de escisién de la cadena
lateral del colesterol (citocromo P450 Side Chain Cleavage o P450scc) (Simpson y col.,
1966; Lambeth y col., 1987).

La P5 formada es la precursora en la sintesis de todas las hormonas
esteroideas, la cual ocurre en las mitocondrias y en el reticulo endoplasmatico,
requiriéndose para ello la accién sucesiva de hidroxilasas y deshidrogenasas, y en

ciertos pasos, una isomerasa y una liasa.
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A partir de P5 se sintetiza progesterona (P4). La reaccion involucra la
oxidacién de hidroxilo del C3 de P5 a cetona, y la isomerizacion del doble enlace A5 a
A4. Estas reacciones son llevadas a cabo por la 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa
(3B-HSD), enzima localizada en el reticulo endoplasmatico. También se ha encontrado
actividad de esta enzima en mitocondrias (Sulimovici y col., 1973; Van der Vusse y

col., 1974), que constituye un 15-40% de la actividad 3p-HSD celular total.

Distintos tejidos secretan distintos tipos de esteroides. Este hecho radica en la
expresion tisular diferencial de varias enzimas que convierten P5 en las diversas
hormonas esteroideas. Por ejemplo, la conversion de P5 y P4 en gluco y
mineralocorticoides requiere la hidroxilacion en posiciéon 21, lo cual ocurre en la
corteza adrenal. En tejidos con baja o nula expresién de la enzima 21 hidroxilasa no
se sintetizan esos esteroides pero, en cambio, estos tejidos son capaces de producir

otros esteroides.

Los esteroides mayoritarios sintetizados en las génadas son los andrégenos
androstenediona y testosterona, y los estrégenos estradiol y estrona. Los andrégenos
son producidos por el testiculo mayoritariamente y contienen 19 atomos de carbono,
mientras que los estrégenos, producidos por el ovario, contienen 18 C. Estos se
sintetizan a partir de los primeros por pérdida del grupo metilo angular C-19 y la
formacién de un anillo aromético, reaccibn que realiza la enzima aromatasa. Los
andrégenos androstenediona y testosterona son transformados a los estrégenos
estrona y estradiol respectivamente. La testosterona, que se produce en las células
de Leydig, es transformada a dihidrotestosterona en sus células blanco. En la figura 6
se esquematizan las reacciones que participan en la sintesis especificamente de
testosterona, dado la vinculacién de este trabajo con la esteroidogénesis en células de

Leydig.

Dos modelos experimentales de amplio uso para el estudio de la regulaciéon de
la esteroidogénesis son las células de Leydig de la linea MA-10 y las células
adrenocorticales de la linea Y1. Estas células no tienen la maquinaria enzimatica
completa para producir los esteroides de las correspondientes células progenitoras
normales, es decir testosterona y cortisol (o corticosterona en roedores), en cambio

ambas producen P4 como esteroide mayoritario.
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Figura 6. Esquema de la biosintesis de hormonas est eroideas. Referencias: P450scc: complejo
de escisiéon de la cadena lateral del colesterol; 3p-HSD: 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa; P450cl7:

17a-hidroxilasa/17,20-liasa; 17B-HSD: 17B-hidroxi-esteroide deshidrogenasa.

I1.1.2. La célula de Leydig y sintesis de andrégen os

El testiculo produce principalmente andrégenos. Este es un 6&rgano
encapsulado que se encuentra ubicado en el saco escrotal y esta compuesto por una
serie de tubulos separados por una trama de tejido intersticial. Histol6égicamente, el
tabulo seminifero est&4 constituido por diferentes tipos celulares: las células
germinales, que daran origen a los espermatozoides, y las células de Sertoli que
brindan soporte metabdlico y estructural (Fawcett DW., 1975) (Figura 7). El espacio
entre los tlbulos adyacentes estd ocupado por el tejido intersticial. Las células de
Leydig constituyen el tipo celular mas especifico de este espacio. La funcién principal
de estas células es la de sintetizar y secretar andrégenos, que regulan la
espermatogénesis y ademas, desarrollan y mantienen todo el tracto genital masculino

y las caracteristicas sexuales externas (Mooradian y col, 1987).

El mantenimiento de la funcion testicular normal depende de la secrecion

hipotalamica pulséatil de hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) que, a su vez,
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activa la secrecion también pulsatil de las hormonas hipofisarias foliculo estimulante
(FSH) y luteinizante (LH), Illamadas cominmente gonadotropinas. Ambas
gonadrotrofinas actian sobre el testiculo iniciando la espermatogénesis (FSH) y la

produccion de testosterona (LH).

Célula de
Leydig

Rete teslis
o Célula de
del epidlldimo Sertoli

Tunica
albuginea

Cola
del epididimo

Figura 7: Testiculo de mamifero. Partes del testiculo de mamifero (izquierda). Detalle de la

organizacion celular del tabulo seminifero (derecha).

I1.2. Hormonas esteroidogénicas y su mecanismo de a  ccién
I1.2.1. Hormonas esteroidogénicas

Las hormonas esteroidogénicas promueven la sintesis y liberaciéon de esteroides
en sus células blanco. Las células de la adenohipéfisis producen las hormonas LH y
FSH, glicoproteinas con peso molecular aproximado de 32 kDa constituidas por una
subunidad o comin a ambas, y una subunidad B caracteristica de cada una (Pierce y
col., 1981). Esta estructura es compartida también con las hormonas tirotrofina
hipofisaria (TSH) y gonadotrofina coridnica (CG) de origen placentario. La especificad
de estas hormonas esta determinada por la subunidad . Esta subunidad es
reconocida por el receptor pero, para eso, debe estar unida no covalentemente a la
subunidad a. LH estimula la produccion de testosterona en las células de Leydig y la
produccion de progesterona por el cuerpo lGteo. La produccién de estrégenos en el
ovario esta sostenida por FSH. Otra hormona de origen hipofisario es la ACTH, que

regula la produccion de glucocorticoides en la corteza adrenal. La produccién de

27



Introduccién

mineralocorticoides en la corteza adrenal estd bajo el control de angiotensina I, K" y
ACTH. La hormona CG estimula la sintesis de progesterona por el cuerpo liteo y por

la placenta durante el embarazo.

Es importante destacar, en el contexto de este trabajo, que la hormona CG es
reconocida por el receptor de LH desencadenando la misma respuesta fisiolégica y a
través de los mismos mecanismos de transduccién de sefales. Estas caracteristicas
permiten el uso indistinto de estas hormonas en los estudios experimentales que
involucran dichas hormonas. Ademas, por razones practicas que tienen que ver con la

obtencion de CG, normalmente se usa la isoforma humana (hCG).

I1.2.2. La activacion del receptor del LH y las qui nasas involucradas

Las hormonas LH/CG se unen a sus receptores especificos de la membrana
celular. Estos pertenecen al tipo 7TMS y presentan el extremo amino en el espacio

extracelular y el extremo carboxilo en el espacio citoplasméatico (Lefkowitz RJ, 1993).

La unidon de LH a su receptor (RLH) produce la activacion de la adenilil ciclasa,
sistema efector activado por una subunidad estimulatoria de la proteina G (Gs).
Producto de esta activaciéon es el aumento en los niveles intracelulares de AMPc,
segundo mensajero que conduce a la activacion de PKA (Cooke y col. 1976, Podesta y
col. 1976, Podesta y col. 1978). Este sistema es quizds el méas caracterizado dentro

del mecanismo de sefalizacion de LH.

Actualmente se sabe que un ligando puede disparar mas de un mecanismo de
transduccion de sefiales. Cada uno de estos mecanismos estaria involucrado en la
regulacion de actividades celulares especificas, de manera que esta diversidad de
seflales permite un control méas fino de las funciones celulares. Como se vera

seguidamente, la activacion del RLH conduce a la activacién de diferentes quinasas.

El RLH fue uno de los primeros receptores asociados a proteinas G descripto
como capaz de activar independientemente dos caminos de sefializacion. Aunque esta
bien caracterizado que la activacién del RLH promueve la activacion de Gs y la
concomitante activacion de la adenilil ciclasa, no existe consenso en cuanto a la
identidad de la proteina G que media la activaciéon de la fosfolipasa C (PLC) y la
acumulacién de fosfoinositidos. A pesar de estas discrepancias se conoce que la
activacién del RLH produce la activacion de PKC (Stocco y col. 2005, Ascoli y col.
2002).
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El RLH también induce un aumento en los niveles de Ca®* citoplasmético. En
células de Leydig de la linea MA-10, este aumento de Ca®* modularia la actividad de la
CaMK, cuya actividad es necesaria para eventos transcripcionales relacionados con la

activacion de la esteroidogénesis (Abdou y col., 2013).

La hormona ACTH provoca la activacion de un camino de sefalizacion similar al
disparado por LH. ACTH no sélo activa PKA sino que también PKC. En células
adrenocorticales bovinas, ACTH produce un aumento de la actividad de PKC de
manera dependiente del tiempo y la dosis de exposicién (Vilgrain y col., 1984). Se ha
demostrado que la estimulacién con ACTH de las células adrenocorticales de la linea
Y1 produce un cambio en la expresiéon de alrededor de mil genes, los cuales son
regulados por PKA y por PKC (Schimmer y col., 2006). En general, los genes cuya
expresion se ve aumentada son genes relacionados con la esteroidogénesis y el
metabolismo, mientras que aquellos cuya expresion disminuye son genes referidos a

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

Otra quinasa que se activa en respuesta al estimulo con LH/CG es AKT. Taiy
colaboradores demostraron que la activacion del RLH inhibe la apoptosis en cultivos
primarios de células de Leydig de ratas inmaduras (Tai y col., 2009), aunque el
mecanismo detallado de la activacion de esta quinasa en células de Leydig aun no esta

totalmente dilucidado.

Como ocurre en células de Leydig, en células de la teca del ovario la activacién
del RLH modula la producciéon de andrégenos a través de la via de PKA y de la
activacion de AKT (Fukuda y col., 2009).

Shiraishi y Ascoli han demostrado que, en células de Leydig de la linea MA-10,
la activacion de RLH lleva a la fosforilacién de Shc (un adaptador que une y fosforila
residuos tirosina en receptores de factores de transcripcion) y a la formacion del
complejo Shc-Sos. Se ha visto que una mutante negativa para Shc inhibe la
activacién de Ras mediada por RLH y la consecuente fosforilacién de ERK1/2. Ademas
han demostrado que el receptor para EGF, presente en esta linea celular, es
fosforilado luego de la activacion de RLH. La quinasa Src seria responsable de la
fosforilacién de EGFR y Shc mediada por RLH, formando el complejo Shc-Sos. Este
complejo seria el intermediario para la activacion de Ras y, finalmente, la fosforilacion

de ERK1/2 (Shiraishi y Ascoli, 2006).

Otro evento asociado a la activacion del RLH es la liberacién de especies
reactivas del oxigeno (EROS), que se originan por un camino de sefalizacion

dependiente de AMPc e involucra a la mitocondria como fuente de EROS. El aumento
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de EROS provoca luego la activaciéon de Ras, conduciendo asi a la activacién de
ERK1/2 (Tai y Ascoli, 2011).

I'1.3. Accion biolégica de LH en células de Leydig
I1.3.1. Accién de LH sobre la proliferacion celular y apoptosis

Como ya hemos mencionado, la activacion de un receptor puede activar varias
vias de transduccidon de sefiales. En células de Leydig, la fosforilacion de proteinas
regulatorias a partir de la activacion del RLH desencadena un incremento de la sintesis
de esteroides, siendo la respuesta celular més notoria. Sin embargo, el RLH genera

otras respuestas como la proliferacion celular y la apoptosis.

LH es una hormona tréfica, por lo tanto se entiende que LH controla la
poblacién de células testiculares. Hace muchos afios se observd que, en ratas adultas
tratadas en forma crdnica con hCG, el volumen testicular se incrementa. Un estudio
morfométrico demostrd que esto se debe al aumento en el nimero de células mas que
al aumento de tamafo de las mismas (Christensen y Peacock, 1980). Posteriormete
se demostré que existen dos etapas proliferativas diferentes de las células de Leydig,
en cuanto a la dependencia con la hormona LH. La proliferacion durante el desarrollo
fetal es independiente de LH, en tanto que la proliferacién y diferenciacion en células
de Leydig post-natales es dependiente de esta hormona (Baker y O'Shaughnessy,
2001). En la rata la proliferacién se incrementa notablemente (16 veces) en las
primeras semanas de vida (entre el dia 5 y el dia 20) mientras que en la vida adulta

aln contintia aunque en menor grado (Baker y O'Shaughnessy, 2001).

Estudios mas recientes han explorado el papel de LH sobre la proliferacion de
células de Leydig y su relacidon con las via de las MAPKs. Se ha reportado que ratones
cuyas células de Leydig carecen de MEK1/2 no muestran deficiencias en el desarrollo
sexual prenatal, pero en la adultez presentan hipoplasia de células de Leydig,

hipogonadismo y pérdida de la fertilidad (Yamashita y col., 2011).

Existe gran cantidad de evidencia que implica al RLH como regulador de la
cascada de sefiales mitogénicas en células de Leydig. La activacion de ERK1/2
desencadenada por LH es un evento fundamental para la estimulacion de la sintesis de
esteroides, sin embargo esta via est4 también implicada en la proliferaciéon de dichas
células (Shiraishi y Ascoli, 2007). Tai y colaboradores han demostrado que la
activacion del RLH inhibe la apoptosis en células de Leydig de rata y que este efecto es

mediado por la actividad de ERK (Tai y col., 2009). Por lo tanto, la hormona LH
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regularia la sobrevida de este tipo celular, ejerciendo un efecto sobre la proliferacion y

modulando los niveles de apoptosis.

Previamente mencionamos que la activacién de AKT se vincula con la
regulacion de la proliferaciéon celular y el metabolismo. En linea con ese concepto, ha
sido demostrado un rapido incremento en la fosforilacién de AKT en cultivos primarios
de células de Leydig de rata inmadura estimuladas con hCG (Tai y col., 2009). Se
postula que los efectos estimulatorios de LH sobre la poblacién de células de Leydig
adulta se deben a un aumento de la proliferacién mediada por la activacion de ERK1/2
y de AKT, y a una disminucién de la apoptosis que es so6lo dependiente de ERK1/2
(Tai y col., 2009).

I1.3.2. Accién de LH sobre la esteroidogénesis

La estimulacion del RLH provoca un aumento notable de la produccién de
esteroides a los pocos minutos del estimulo. Durante muchos afios se ha propuesto
gue las acciones de las hormonas esteroidogénicas sobre la producciéon de esteroides
pueden diferenciarse temporalmente en dos fases: aguda y cronica. La regulacion
aguda, sobre la cual nos referiremos a continuacion, se extiende durante minutos
luego de iniciado el estimulo. La regulacidn crénica ocurre en un periodo mas
extenso, del orden de horas. Los efectos crénicos de LH incluyen el incremento de la
transcripcion de genes que codifican enzimas involucradas en la sintesis de esteroides
(Simpson y col., 1990), manteniendo asi la capacidad esteroidogénica celular. En
contraste con lo que ocurre en la fase crénica, en la fase aguda el nivel de enzimas

esteroidogénicas permanece constante (Koritz y Kumar, 1970).

A diferencia de las hormonas proteicas (que son almacenadas en vesiculas
secretorias), las hormonas esteroideas no se almacenan en cantidades apreciables
dentro de las células. Es por ello que una respuesta esteroidogénica rapida o aguda
requiere la sintesis de novo de esteroides. Los efectos agudos de la hormona LH se
atribuyen principalmente a la fosforilacion, dependiente de PKA, de proteinas
regulatorias que afectan el transporte de colesterol a la membrana mitocondrial
interna. En la biosintesis de esteroides, la reaccion que transcurre mas lentamente es
la que corresponde a la conversion de colesterol a pregnenolona, catalizada por el
complejo enzimatico P450scc (Karaboyas y Koritz, 1965). Sin embargo, el efecto
esteroidogénico agudo no esta limitado por el mecanismo catalitico en si, sino por el
acceso de colesterol al sitio activo del complejo P450scc. Mas especificamente, el

paso limitante y hormonalmente regulado de la esteroidogénesis es el transporte de
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colesterol desde la membrana mitocondrial externa a la interna (Jefcoate y col., 1987)
y éste ocurre en respuesta a la cascada de eventos de fosforilacion desencadenada por
la hormona en las células blanco respectivas. Esto se evidencia por el hecho de que
los derivados solubles del colesterol, que atraviesan libremente las membranas
mitocondriales, como el 22(R)-OH-colesterol, se metabolizan a pregnenolona en
ausencia de estimulo hormonal (Karaboyas y Koritz, 1965, Jefcoate y col., 1987,
Tuckey RC, 1992) indicando que el complejo P450scc es completamente activo en
ausencia del estimulo hormonal y que la disponibilidad de colesterol es el factor

regulado hormonalmente.

- Funcioén de la proteina StAR en la estimulacidon de la esteroidogénesis

La conexion entre la fosforilacion de proteinas desencadenada por activacion
del RLH y el aumento de la produccién de esteroides dio origen, en décadas pasadas,
a una gran cantidad de trabajos que llevaron a la caracterizacién de péptidos o
proteinas que se fosforilan en respuesta a la estimulacién y que tienen la capacidad de
modular el transporte de colesterol a la membrana mitocondrial interna. Actualmente
esta ampliamente caracterizada la proteina que activa ese proceso, la proteina StAR
(Steroidogenic acute regulatory protein) (Clark y col., 1994). Esta es una proteina de
30 kDa capaz de estimular la transferencia de colesterol a la mitocondria. Se sintetiza
como un precursor de 37 kDa y, por estimulaciéon hormonal, se fosforila por acciéon de
PKA y experimenta clivaje proteolitico secuencial para generar la proteina madura de
30 kDa que se acumula en la matriz mitocondrial (Clark y col., 1994; Artemenko y
col., 2001; Clark y Stocco, 1997). Mutaciones en el gen que codifica para la proteina
StAR (STARD1) causan Hiperplasia Adrenal Lipoide Congénita (Lin y col., 1995; Bose y
col. 1996), una rara y severa patologia humana. Los individuos afectados con esta
patologia tienen una deficiente o nula capacidad de sintetizar todos los esteroides
adrenales y gonadales. Este fenotipo es idéntico al del raton knock out de StAR, lo
que demuestra fehacientemente el rol de la proteina StAR en la esteroidogénesis
(Caron y col., 1997).

- Regulacion de la expresion de StAR

La expresion de StAR esta finamente regulada hormonalmente (Stocco y col.,
2001; Manna y Stocco, 2005). En particular, la hormona LH promueve un incremento
tanto de los niveles de su ARNm como de la sintesis y fosforilacién de la proteina
(Clark y Stocco, 1997; Clark y col., 1995).
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En células de Leydig y adrenocorticales, tanto la estimulacién hormonal como
el tratamiento con analogos del AMPc incrementan la sintesis de novo de la proteina
StAR y la produccion de esteroides, en una forma dependiente del tiempo y la
concentracion del estimulo. Dado que diversos trabajos han demostrado que el
aumento en los niveles de ARNm precede al incremento en los niveles proteicos
(Manna y Stocco, 2005; Reinhart y col., 1999), se deduce que la transcripcion del gen
de StAR es uno de los principales eventos sobre los cuales AMPc/PKA ejerce su accion

regulatoria.

Ciertos factores de crecimiento, como el EGF y el factor de crecimiento simil
insulina 1, pueden estimular la sintesis de esteroides en células de Leydig a través del
incremento de la expresién de StAR, sin afectar los niveles de AMPc (Castilla y col.,
2008; Manna y col., 2006). Al respecto, se ha demostrado que la via de PKC podria
ser relevante en la induccion del gen de StAR y esteroidogénesis por factores de

crecimiento (Stocco y col., 2005).

En numerosos trabajos se ha abordado el estudio de la regulacién
transcripcional de StAR focalizando la atencion en una variedad de factores de
transcripcion capaces de interactuar con el promotor correspondiente. Entre éstos se
incluyen reguladores positivos, tales como SF-1 (steroidogenic factor 1, NR5A1),
CREB/CREM (cAMP response-element binding protein/ CRE modulation protein), SREBP
(sterol regulatory element binding protein), NUR77 (Nerve Growth Factor Induced b,
NR4A1l), GATA-4, C/EBPb (CCAAT/enhacer binding protein), Spl y la familia de AP1
(activator protein 1), y reguladores negativos, como DAX-1 (dosage-sensitive sex
reversal-adrenal hipoplasia congenita critical region on the Xchromosome) y YY1 (ying
and yang 1) (Manna y col., 2003). Los factores de transcripcibn mencionados se unen
a la region proximal del promotor de StAR (250 nucleétidos anteriores al sitio de
iniciacion de la transcripcién) y cooperan para controlar la expresion de este gen
(Mannay col., 2003).

Las hormonas que regulan la esteroidogénesis regulan la expresion de StAR
mediante su accién a nivel de la induccién y/o actividad de los factores de
transcripcion mencionados anteriormente. Sin embargo, debe mencionarse otro
importante mecanismo regulatorio de la transcripcion de StAR, el cual involucra la
acetilacién y metilacién de las histonas unidas al promotor (Hiroi y col., 2004; Rusovici
y col., 2005). Las modificaciones de las histonas influyen en la compactacion de la
cromatina, alterdndola y permitiendo, de esta forma, la interaccion con diversos

factores de transcripcion.
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Uno de los factores de transcripcion mas ampliamente caracterizado en la
regulacion de StAR es el factor de transcripcion SF-1. Este factor tiene un rol esencial
en el desarrollo de tejidos esteroidogénicos. En células de Leydig MA-10 se ha
demostrado un incremento significativo en la asociacion del SF-1 al promotor de StAR
a los 15 minutos del estimulo con AMPc. Pasado este tiempo, esta asociacion
disminuye notablemente para ir aumentando nuevamente en forma gradual hasta
alcanzar un méaximo a las 2 horas, que se mantiene luego de 4 horas de estimulacion
(Hiroi y col., 2004). Este patron de unién al promotor sugiere que el SF-1 participa
tanto en la iniciacién de la transcripcién como en el mantenimiento de la misma a
largo plazo. Los cambios temporales de asociacion de SF-1 al promotor de StAR son
el resultado de modificaciones post-traduccionales, mas precisamente fosforilaciones,
las cuales modulan la asociacion de este factor con proteinas (coactivadores o
corepresores) que forman parte de la maquinaria de transcripcién (Desclozeaux y col.,
2002; Hammer y col., 1999). Se ha determinado que SF-1 fosforilado es menos
susceptible a la accion de proteasas que en su estado desfosforilado. Se postula que
la fosforilacion del SF-1 induciria un cambio conformacional en su LBD (ligand binding

domain) que promoveria su compactacion y evitaria su protedlisis.

El receptor nuclear NR4AL1 o NUR77 es un factor de transcripcion que esta
presente en varios tejidos, incluyendo testiculo, ovario, mdasculo, timo, glandula
adrenal y en el sistema nervioso central. Actualmente se sabe que es un importante
regulador de la expresién génica en células esteroidogénicas, incluyendo células de
Leydig (Havelock y col., 2005; Zhang y Mellon, 1997). NUR77 es clasificado como un
gen de expresion temprana ya que se induce rapidamente por multiples estimulos
fisiol6gicos como Ca®", factores de crecimiento, prostaglandinas, neurotransmisores,
hormonas (Stocco y col., 2002; Roche y col., 1999; Martin y Tremblay, 2009; Martin y
col., 2008; Davis y Lau, 1994). La induccion de NUR77 en respuesta a LH/CG en
células de Leydig también ha sido demostrada (Song y col., 2001; Inaoka y col.,
2008; Martin 'y Tremblay, 2009). El mecanismo por el cual estas hormonas
promueven la induccién, como también la activacién por fosforilaciéon, involucra una
cascada de seflales que en parte son desencadenadas por un aumento intracelular de
Ca’*. En ese mecanismo, la quinasa CaMKI| tiene un papel relevante. Dado que se
ha demostrado la participacién de ERK1/2 en la induccién de NUR77 en otros sistemas
(Kovalovsky y col., 2002), no se descarta la participacion de las MAPKs en la accién de

LH sobre la expresién de NUR77.

Como mencionamos previamente, en células de Leydig la estimulacién del RLH
conduce a la activacion de ERK1/2. Se ha demostrado que el bloqueo de la activacion

de ERK1/2 promovida por AMPc inhibe la esteroidogénesis y la induccién de StAR en
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células adrenocorticales Y1 y de Leydig MA-10 (Gyles y col., 2001). Se comprobé que
la actividad de ERK es necesaria para la fosforilacion del factor de transcripcion SF-1,
el cual debe estar fosforilado para promover la transcripcion del gen STARD1. Aunque
en células de Leydig de la linea MA-10 se demostro que la cascada de ERK1/2 esta
involucrada en la expresiéon de StAR (Gyles y col., 2001), la actividad de estas
guinasas puede estimular o inhibir la expresién de StAR segun el tipo de estimulo que
origine su activacién. Por ejemplo, la preincubacion de las células con un inhibidor de
ERK1/2, UO126, disminuye la expresién de StAR cuando el estimulo es PMA (éster de
forbol, activador de PKC), pero la aumenta cuando el estimulo es AMPc/hCG (Manna y
Stocco, 2007). Estos resultados contradictorios se atribuirian al hecho que la
actividad de ERK1/2 modula en distinto grado dos eventos que producen efectos
opuestos sobre la expresién de StAR: incrementa tanto la fosforilacién y actividad de

SF-1 como la expresion de DAX-1, un factor inhibitorio de la transcripcién de StAR.

I1.3.2.a. Participacion de proteina fosfatasas en | a accion de LH sobre la

esteroidogénesis

La activaciéon del RLH estimula la produccion de esteroides a través de un
mecanismo basicamente mediado por eventos de fosforilacion de proteinas en
residuos de serina/treonina. Sin embargo las fosfatasas de proteinas, en particular las
PTPs y los miembros de la familia de las MKPs tienen un rol relevante en este proceso.
Tanto ACTH como LH/hCG regulan la actividad y/o expresion de estas enzimas a
través de mecanismos dependientes de PKA y su actividad juega un papel importante

en la accién biolégica de estas hormonas

- La activacion de PTPs en la inducciéon de StAR

La hormona LH/hCG produce la activacion de tirosina fosfatasas o PTPs con la
consiguiente desfosforilacién de proteinas endégenas. ACTH promueve, via PKA, la
activaciéon de tres PTP en adrenal de rata y promueve la desfosorilacion endégena de
proteinas (Paz y col., 1999). Una de estas proteinas es la paxilina, una proteina del
citoesqueleto. La actividad de PTPs en la fraccién soluble de zona fasciculata (ZF) de
suprarrenal de rata se incrementa por tratamiento in vivo con ACTH o por la accién de
un derivado permeable del AMPc en glandulas aisladas. Mediante un ensayo para la
deteccion de actividad de tirosina fosfatasas en geles luego del analisis electroforético
de las proteinas (SDS-PAGE), se determind que este efecto de ACTH/AMPc involucra la

activacion de al menos dos proteinas, de 80 y 120 kDa (Paz y col., 1999). Incluso en
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células de Leydig MA-10, la estimulacién con LH/AMPc conduce a la activacion de PTPs
de similar peso molecular (Cornejo Maciel y col., 2001). Se identifico a la fosfatasa de
80 kDa que se activa por ACTH como PTP-1D y se demostr6 que su activacién por
ACTH en ZF ocurre por fosforilacién. Experimentos de co-inmunoprecipitacion y
analisis de los inmunoprecipitados en geles para la deteccién de tirosina fosfatasas
sugieren que ACTH promueve la interaccion paxilina-PTP-1D. Inhibidores permeables
de tirosina fosfatasas bloquean la sintesis de esteroides estimulada por hormona/ AMPc
(Paz y col., 1999; Cornejo Maciel y col., 2001) e interfieren con la induccién hormonal
de StAR (Paz y col., 2002; Poderoso y col., 2002), por lo que se concluye que la
desfosforilacion de proteinas por PTPs activadas por hormonas esteroidogénicas es un

requisito para la induccién de StAR vy la esteroidogénesis.

En sintesis, los antecedentes presentados indican que LH, via PKA, modula la
fosforilaciéon de proteinas en residuos de tirosina. La desfosforilaciéon de proteinas
regulatorias en residuos de tirosina es necesaria para la accidon estimulatoria de la

hormona sobre la esteroidogénesis.

- La induccion de MKPs por estimulacion del RLH

Trabajos de nuestro y otros laboratorios han demostrado la regulacion de la
expresion de MKP-1 en células adrenocorticales. En nuestro laboratorio demostramos
que la estimulacién con ACTH o con un derivado permeable de su segundo mensajero
(8Br-AMPc) promueve la induccion rapida y transitoria de MKP-1 en células
adrenocorticales de la linea Y1. En estas células la induccion promovida por ACTH
esta 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 Waterman también han demostrado un aumento en los
niveles de MKP-1 en células adrenocorticlaes humanas de la linea H295R estimuladas
con ACTH (Sewer y Waterman, 2003). Por otra parte también se ha comprobado que
otra hormona esteroidogénica como Angiotensina Il también provoca la induccién de

MKP-1 en células adrenales bovinas (Casal y col., 2007).

En células de Leydig de la linea MA-10 la activacién del RLH provoca la
induccion de MKP-1. Este efecto resulta tanto de la activacion de la transcripcion
génica como de la estabilizaciéon de la proteina (Brion y col., 2011). La activacion
transcripcional es dependiente de PKA mientras que la estabilizacién ocurre como
consecuencia de la fosforilacién mediada por ERK en los sitios S359 y S364 (Brion y
col., 2011).
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Més recientemente, se demostré que la activacion del RLH también produce la
induccion de MKP-2, otra MKP de localizacién nuclear. La induccién ocurre por un
mecanismo dependiente de PKA, que lleva a la activacidon de la transcripcién del gen
correspondiente y a la estabilizacidon de la proteina (Gémez y col., 2013). La cinética
de inducciéon de MKP-2 es diferente a la de MKP-1. Luego de 15 minutos de
estimulacion del RLH, los niveles de ARNm de MKP-1 son significativamente mas altos
gue las células no estimuladas; mientras que para detectar un aumento significativo
sobre los niveles del ARNm de MKP-2 se requiere un tiempo de estimulacion mas

prolongado (1 hora aproximadamente) (Gémez y col., 2013).

- El papel funcional de la induccion de MKP-1y 2 en la accién de LH

Luego de demostrar que tanto LH/hCG como ACTH y Angiotensina provocan la
induccion de MKP-1, surgié la pregunta acerca del rol funcional de este evento
regulatorio. Nuestro grupo de trabajo se abocd a este objetivo y se focaliz6 en el
hecho que la induccion de la proteina StAR es dependiente de ERK1/2 (Gyles y col.,
2001). Por lo tanto, teniendo en cuenta que MKP-1 es una enzima de localizaciéon
nuclear, se propuso que la induccién de MKP-1, por su accion sobre ERK1/2, podria
promover su desfosforilacion y de este modo atenuar la activacion del promotor
STARD1, llevando asi al cierre de la induccion de StAR. Se analizé esta posibilidad y
se demostré que la sobreexpresiéon de MKP-1 reduce el efecto del AMPc sobre el
promotor de STARD1, sobre los niveles del ARNm de StAR y sobre la produccion de
esteroides. Mas aun, el bloqueo de la expresion de MKP-1 (mediante un ARN de
interferencia) produce efectos opuestos, lo que demuestra claramente que la induccién
de MKP-1 contribuye al cierre de la accion hormonal sobre la estimulacion aguda de la

eseroidogénesis (Brion y col., 2011).

En cuanto al mecanismo por el cual la induccién de MKP-1 contribuye a
disminuir la velocidad de sintesis de esteroides se plantean dos hipétesis. Una de
ellas plantea una acciéon de MKP-1 sobre la fosforilacion de SF1. Dado que SF1 se
activa via ERK1/2, este factor es un posible candidato que conecta la inducciéon de
MKP-1 con el descenso en la velocidad de sintesis de StAR y de esteroides. La otra
hipdtesis se relaciona con NUR77. La induccion de NUR77 puede ser regulada por
ERK1/2 y por ende, puede ser susceptible de modulacion por MKP-1. En células de
Leydig la estimulacion del RLH lleva a la induccion de NUR77, evento previo a la
induccidon de StAR. En otros sistemas se ha demostrado que la induccion de NUR77 es
dependiente de ERK1/2. Por lo tanto, la induccion de MKP-1, por su accién sobre

ERK1/2, podria contribuir a concluir la accién hormonal sobre la expresién de NUR77 y
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por ende, sobre StAR. Sin embargo las dos hipétesis mencionadas plantean
mecanismos no excluyentes, mas adn no podemos descartar la existencia de otros

mecanismos.

En células MA-10, los niveles de la proteina MKP-2 se elevan mas tardiamente
que los de MKP-1 en respuesta a hCG u 8Br-AMPc (Brion y col., 2011; Gémez y col.,
2013). En consecuencia, ambas enzimas promueven la desforilacién de ERK1/2 en un
marco temporal diferente. Asi, la desfosforilacion de ERK1/2 que se observa entre los
15 y 60 min de estimulacién ocurre como consecuencia de la induccion de MKP-1,
mientras que la desfosforilacion en la fase terminal de actividad de ERK1/2,
particularmente entre los 120 y 180 min, ocurre por la induccion de MKP-2. Dado que
la induccién de MKP-2 ocurre més tarde que la induccién de StAR, es poco probable
gue MKP-2 pueda modularla. La expresion del gen CYP11Al, que codifica para la
enzima P450scc, se induce por LH/hCG mediante un mecanismo dependiente de
ERK1/2 (Yamashita y col., 2011) y con una cinética mas lenta que la que exhibe
STARD1 (Lavoie y King, 2009). Sobre la base de esos antecedentes, nuestro grupo
de trabajo ha analizado el modo en que la expresiéon de MKP-2 modifica la expresion
del gen CYP11Al. Demostramos que la induccion por hCG/AMPc del gen CYP11A1l es
dependiente de ERK1/2 y en linea con esta caracteristica, el bloqueo de la expresién
de MKP-2 lleva al cierre de la accién hormonal sobre la actividad del correspondiente

promotor y sobre los niveles del ARN (Gémez y col., 2013).
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En células de Leydig MA-10 la estimulacion del RLH con hCG provoca, via
AMPc/PKA, la activaciéon de ERK1/2. La actividad de estas quinasas es necesaria en
las acciones estimulatorias de la hormona sobre la sintesis de esteroides y sobre la
proliferacion de las células de Leydig. La activacién de ERK1/2 por LH/hCG se
corresponde con la estricta regulacién que ejerce la hormona sobre la expresion de
dos enzimas que controlan la actividad de MAPK en el nicleo: MKP-1 y MKP-2. A
diferencia de estas enzimas, que se inducen por diferentes tipos de estimulos y
desfosforilan a los miembros de las tres subfamilias de MAPKs, la isoforma MKP-3 se
induce sélo por estimulos proliferativos y es especifica para ERK1/2. AUn cuando se
conoce que LH tiene efectos sobre la proliferacién de la célula de Leydig, ain no se ha

descripto si la expresién de MKP-3 es regulada por LH en ese tipo celular.

Previamente demostramos que la estimulacién de las células MA-10 con AMPc
promueve la estabilizacion de MKP-1 por fosforilacion en los sitios S359 y S364. Sin
embargo MKP-1 presenta otros dos sitios de fosforilaciéon por ERK1/2 que también
podrian ser fosforilados ante la estimulacion del RLH: S296 y S323. Sin embargo se
desconoce si la estimulaciéon del RLH impacta sobre estos sitios y el efecto que la
fosforilacién en los mismos puede tener sobre las caracteristicas de la proteina, por
ejemplo, sobre la estabilidad. La tasa de sintesis de esteroides es dependiente de la
proteina StAR, cuya induccion requiere de la actividad de ERK y por lo tanto, es
modulada por los niveles de MKP-1. El incremento de los niveles de la proteina StAR
ocurre como consecuencia de la expresidon del gen STARD1, cuyo promotor se activa
por diversos factores de transcripcion, algunos, como SF1, de actividad dependiente
de ERK1/2. NUR77 también participa en la induccién de STARD1 y, en otros sistemas

se ha demostrado que su expresion depende de la actividad de ERK.
Sobre la base de lo sintetizado, planteamos las siguientes hipoétesis:

v La activaciéon del RLH regularia la expresion de MKP-3 como mecanismo para

controlar la actividad de ERK1/2 en el citoplasma.

v' La accion de LH/hCG sobre MKP-3 podria impactar sobre algin aspecto relacionado

con la accion proliferativa de LH.

v LH/hCG regularia la induccién de MKP-1 por fosforilacion por ERK1/2 en sitios
adicionales a los ya descriptos. En particular, la fosforilacion podria ocurrir en los
sitios S296 y S323. La fosforilacion en estos aminoacidos podria alterar la
estabilidad de MKP-1.

v La induccion de NUR77 por activacion del RLH podria requerir la actividad de
ERK1/2.
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v' Si la fosforilacién de MKP-1 altera su estabilidad, entonces modularia la expresion
de NUR77 en el caso en que la expresién de este factor sea dependiente de
ERK1/2.

OBJETIVOS

En células de Leydig de la linea MA-10 se analizaran los siguientes objetivos:

Con respecto a MKP-3:
1. Determinar si hCG y AMPc controlan la expresién de MKP-3

1.1. Analizar el efecto de la hormona y de un derivado del AMPc sobre los niveles de
ARNm y determinar si la estimulacion modifica la expresién génica y/o la vida media
del ARNm.

1.2. Determinar el rol de las quinasas PKA y ERK1/2 en la accidn de la hormona sobre

los niveles del ARNm de MKP-3.

1.3. Analizar si la regulacion de la expresién de MKP-3 por mecanismos post-

traduccionales.
2. Determinar el papel funcional de MKP-3 en célula s de Leydig

2.1. Mediante el blogueo de la expresion de MKP-3 por un ARN de interferencia

especifico, evaluar el efecto de esta fosfatasa sobre los niveles de P-ERK.

2.2. Evaluar si la estimulacién del RLH provoca cambios en la expresién del inhibidor
de la proliferaciéon celular p21. Analizar si MKP-3 altera los niveles de p21 mediante el

bloqueo de su expresion.

Con respecto a MKP-1:

3. Analizar si la induccion de NUR77  por incremento de AMPc ocurre por un

mecanismo dependiente de ERK1/ 2

3.1. Estudiar los efectos del AMPc sobre los niveles del ARNm de NUR77 y en que

medida estos parametros se alteran por inhibicion de ERK1/2
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4. Determinar si el AMPc regula la expresion de MKP -1 por fosforilacion en
S296 y S323 y en qué medida la variacion en la expresion de MKP-1 altera la

expresion de NUR77

4.1 Determinar la vida media de la proteina recombinante flag-MKP-1 y de las

correspondientes formas mutadas

4.2 Analizar si las mutaciones en los sitios de fosforilacién por ERK1/2 son relevantes

en la accién hormonal sobre la induccién de NUR77.
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I. REACTIVOS UTILIZADOS

Los siguientes reactivos fueron provistos por Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO, USA): medio de cultivo Waymouth MB732, anticuerpo anti-flag, 8-Br-adenosina
3’,5’-monofosfato ciclico (8Br-AMPc), PD98059, actinomicina D (actD), seroalbimina
bovina (BSA), oligonucleétidos random, estandares de peso molecular para
electroforesis, HEPES, ditiotreitol, acido etilén diamino tetra-acético (EDTA), sacarosa,
Tris, acido etilén glicol-bis (2-aminoetiléter)-N,N,N’,N’ tetraacético (EGTA), glicina,
glutation, leupeptina, pepstatina A, Tritébn X-100, dodecil sulfato de sodio (SDS) y

Temed.

Los siguientes reactivos de biologia molecular fueron provistos por Promega
(Madison, WI, USA): las enzimas de restriccién, la transcriptasa reversa M-MLV
(Moloney Murine Leukemia Virus), la enzimas Go Taqg ADN polimerasa y Pfx Platinum
ADN polimerasa, dNTPs y el inhibidor de ribonucleasas RNAsin® . Los oligonucledétidos
utilizados para amplificacion por PCR y la Lipofectamina 2000 fueron adquiridos en
Invitrogen (Molecular Probes, Eugene, Oregon,USA). La agarosa D1-LE se adquirié en

Biodynamics (Ciudad de Bs. As., Argentina).

La Tripsina-EDTA y antibiéticos fueron adquiridos en la empresa Gibco-Life
Technologies Inc. (Gaithersburg, MD, USA). El material de plastico para cultivo se

comprod a Corning-Costar (NY, USA).

Los anticuerpos utilizados fueron del siguiente origen: el anticuerpo anti-MKP-3
fue comprado a Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, California, USA); el
anticuerpo contra las formas fosforiladas y no fosforiladas de ERK1/2 fueron
comprados a Cell Signaling (Beverly, MA, USA); el anticuerpo monoclonal anti-B-
tubulina fue comprado a Upstate Biotechnology (Lake Placid, NY, USA); los
anticuerpos anti-1gG de ratéon y de conejo desarrollados en cabra y conjugados con

peroxidasa fueron de BioRad Laboratories (Hércules, California, USA).

Los siguientes productos fueron de la compafila BioRad Laboratories:
membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF), acrilamida, bisacrilamida y equipos de
electroforesis (Mini-Protean 11, equipos de transferencia y de secado de geles). Se
utilizé un equipo de electroforesis para geles de agarosa Gel XL ultra V-2 de la marca
Labnet International (Edison, NJ, USA). El reactivo de deteccién de Western blot por

guimioluminiscencia (ECL) fue provisto por GE Argentina (Buenos Aires, Argentina).
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I'l.LINEA CELULAR

En este trabajo se utiliz6 como modelo de estudio células de Leydig de la linea
MA-10, una linea celular de origen murino originada a partir de un tumor trasplantable
de células de Leydig, M5480P (Ascoli M., 1981). Las células MA-10, generosamente
cedidas por Mario Ascoli, University of lowa, College of Medicine (lowa City, IA, USA),
fueron mantenidas en medio Waymouth MB752/1 conteniendo NaHCO; 1,1 g/l, Hepes
20 mM, gentamicina 50 mg/ml, y suero equino 15% inactivado por calor. Estas
células retienen la capacidad de unir LH/hCG, conservan los mismos pasos
regulatorios que las células de Leydig, y producen progesterona (P4) como esteroide

principal, en lugar de testosterona.

I11. TRATAMIENTO Y PROCESAMIENTO DE LAS CELULAS
I11. 1. Estimulacién de las células

Las células MA-10 fueron sembradas en una densidad de aproximadamente 5 x
10*, 1 x 10° 6 4 x 10° células/pocillo de placas de cultivo de 48, 24 6 6 pocillos
respectivamente y crecidas en estufa a 36°C, gaseada con 5% de CO,. Luego de
alcanzar el grado de confluencia apropiado, las células fueron arrestadas en la fase G1
del ciclo celular transfiriéndolas en la fase logaritmica del crecimiento a medio sin

suero durante 24 horas.

La estimulacion de las mismas se realizé6 por incubacién en medio libre de
suero en presencia o ausencia de la hormona tréfica hCG u 8Br-AMPc, en
concentraciones submaximas, segin lo indicado en cada experimento. El tiempo de
estimulacion y concentracion del estimulo utilizados se indica en la descripcién de cada
experimento en particular. Los compuestos PD98059 y ActD se agregaron al medio de

cultivo 30 minutos previos al estimulo hormonal.

Al finalizar los tratamientos, la monocapa de células se lavé con solucién salina
NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO, 4,3 mM, KH,PO, 1,47 mM (PBS pH 7,4) para ser

luego procesadas segln se indica en cada caso.

I1l1. 2. Obtencién de los lisados celulares

Luego de los diferentes tratamientos realizados las células fueron lisadas. La
lisis fue realizada con una solucién conteniendo Tris-HCI 20 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1

mM, NaCl 125 mM y Tritobn X-100 1% e inhibidores de proteasas y fosfatasas
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(leupeptina 10 mM, pepstatina A 1 mM, PMSF 1 mM, NazVO, 200 mM, NaF 50 mM y
B-glicerol fosfato 40 mM). Las células fueron cosechadas mecanicamente y de la
suspensidon obtenida se realizé la cuantificaciéon de proteinas, que luego fueron

analizadas por Western blot.

V. ANALISIS DE PROTEINAS
IV.1. Determinacion de proteinas por el método de B radford

La concentracion de proteinas en las muestras fue determinada siguiendo el
método descripto por Bradford (Bradford MM., 1976). La curva estandar

correspondiente se realizé con seroalbimina bovina.

1V.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Las proteinas provenientes de lisados celulares fueron separadas mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida conteniendo SDS (SDS-PAGE). Se realizaron
geles planos de poliacrilamida entre placas de vidrio, utilizando el sistema MiniProtean
Il System de BioRad. EIl gel separador se preparé con acrilamida 10%, bisacrilamida
0,22% en Tris-HCI 0,375 M, pH 8,8 conteniendo SDS 0,1%. La composicion del gel
concentrador fue acrilamida 5% y bisacrilamida 0,136% en Tris-HCI 0,125 M, pH 6,8
conteniendo SDS 0,1%.

Las muestras a sembrar en los geles fueron preparadas en soluciéon de siembra
conteniendo Tris-HCI 0,062 M, pH 6,8, SDS2%, glicerol 10%, B-mercaptoetanol 5% y
azul de bromofenol 0,1% vy hervidas para su completa desnaturalizacion. La
electroforesis fue llevada a cabo a temperatura ambiente en solucion amortiguadora
Tris-HCI 0,025 M, pH 7,4, glicina 0,190 My SDS 0,1%, aplicandose voltaje constante

de 100 voltios aproximadamente.

I1V.3. Western blot

Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas fueron electrotransferidas a
membranas de PVDF en una solucién amortiguadora conteniendo Tris 25 mM, pH 8,3,
glicina 192 mM, y metanol 20%, a un voltaje constante de 2,4 mA/cm? durante 90

minutos.
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Las membranas fueron luego incubadas en solucidon salina-Tris (Tris-HCI 20
mM, pH 7,5, NaCl 500 mM, TBS) conteniendo Tween 20 0,5% (TTBS) con leche en
polvo libre de grasas al 5% o BSA al 1% (solucién de bloqueo) durante 60 minutos a
temperatura ambiente para bloquear la unidn inespecifica de los anticuerpos. Luego,
las membranas fueron incubadas toda la noche a 4°C con las diluciones apropiadas del
anticuerpo primario a analizar: anti-MKP-3 1/100, anti-P-ERK 1/5000, anti-ERK1/2
1/20000, anti B-tubulina 1/5000).

Posteriormente las membranas fueron lavadas 4 veces por 10 minutos en
TTBS. Luego, fueron incubadas durante 2 horas a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario anti-lgG de ratén o conejo conjugado con peroxidasa en una
dilucién adecuada (1/3.000-1/20.000). Posteriormente se realizaron 3 lavados de 10
minutos cada uno con TTBS y un dltimo lavado con TBS. Finalmente la sefial fue

detectada por quimioluminiscencia utilizando el reactivo ECL y autorradiografia.

IV.4. Inmunocitoquimica

Las células fueron crecidas en cubreobjetos tratados con poli-L-lisina, luego
fueron lavadas una vez con PBS y fijadas con paraformaldehido 4% (p/v) en PBS
durante 10 minutos, a temperatura ambiente. Luego fueron lavadas con PBS e
incubadas con solucién de bloqueo (PBS conteniendo 1% de albumina bovinay 0,3%
Tritédn X100) durante 1 hora a temperatura ambiente seguido por la incubacién con
anticuerpo dirigido contra la proteina MKP-3 (anti-MKP-3) en camara himeda a 4°C
durante 24 horas. La deteccién de los anticuerpos especificos se realiz6 con un
anticuerpo secundario |gG de cabra anti-ratén conjugado con el fluoréforo cy3 para la
deteccion del anticuerpo (Molecular Probes, Eugene, OR). Los nucleos fueron tefiidos
con 4 '/6-diamino-2-fenilindol (DAPI). Luego de los lavados correspondientes con
PBS, los cubreobjetos fueron montados con reactivo FluorSave (Calbiochem, CA,
USA). Las muestras fueron analizadas utilizando un microscopio de epifluorescencia
modelo Olympus BX50 acoplado a una camara digital Cool/Snap Proof Color PM-c35
(Dpto. de Quimica Biologica, Facultad de Farmacia y Bioquimica, UBA, Argentina). Las
iméagenes fueron analizadas utilizando el software Image J. Se calcul6 la intensidad de

fluorescencia de cada célula, la cual se normaliz6 contra el area correspondiente.
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V. ANALI SIS DE ARN Y ADN
V.1. Extraccion de ARN total

El ARN total se aisl6 con el reactivo Tri Reagent (Molecular Research Center,
Inc. Cincinnati), siguiendo la técnica recomendada por el fabricante. Las células de la
monocapa se lisaron por agregado de 1,2 ml de Tri Reagent por pocillo de 6 cm de
didametro y disrupcibn mecanica con pipeta automatica. Los lisados se incubaron
durante 5 minutos a temperatura ambiente para producir la disociacién completa de
los complejos nucleoproteicos. Al término de esta incubacion se agreg6 a los lisados
un volumen de cloroformo (0,24 ml/ml de Tri Reagent) vy los tubos se agitaron
vigorosamente durante 15 segundos. A continuacién se incubaron las muestras
durante 3 minutos a temperatura ambiente y luego se centrifugaron a 12000 x ¢
durante 15 minutos a 4 °C. Se aislo la fase acuosa (capa superior), se le agreg6
alcohol isopropilico (0,5 ml/ml de Tri Reagent) y se incub6é durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Las muestras se centrifugaron 10 minutos a 12000 x g a 4 °C
para precipitar el ARN. Luego de la centrifugacidon, se descarté el sobrenadante y el
precipitado, ARN, se lavé con etanol 75% (1 ml/ml de Tri Reagent). Luego de
centrifugar a 7500 x g durante 5 minutos a 4 °C se retiré el sobrenadante y el ARN
precipitado se secé al aire durante a 10 minutos. Se agregé al precipitado 15 ul de
agua libre de ARNasas y se incub6 durante 10 minutos a 60°C para disolver

completamente el ARN.

V.2. Reaccién de transcripcion reversa

Para la transcripcion reversa (Reverse Transcription, RT) se utilizo la
transcriptasa reversa derivada del virus de la leucemia murina de Moloney (Moloney
Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase, MMLV RT), que es una ADN polimerasa
dependiente de ARN que puede utilizarse para sintetizar ADNc a partir de templados
de ARNm largos (>5 kb).

Para realizar la RT de los ARNm se utilizaron 2 ug de ARN total y 1 mg de
oligonucledtidos al azar (random), llevando a un volumen de 15 pl con H,O tratada
con DEPC. La mezcla fue incubada 5 minutos a 70°C para desarmar las estructuras
secundarias del ARN, y luego fue colocada rapidamente a 4°C durante 5 minutos. A
esta preparacion se le adicionaron 10 pl de una mezcla de reacciéon la cual contenia
200 unidades de la enzima MMLV RT, 1,25 mM de cada dNTP, 25 unidades del
inhibidor de ARNasas RNAsin® (1 U/ pul) en la solucién de reaccion de la enzima (Tris-

HClI 50 mM, pH 8,3, KCI 75 mM, MgCI2 3 mM y DTT 10 mM). Las muestras se
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incubaron durante 1 hora a 37°C y al término de la reaccidon se tomaron alicuotas de

1-2 pl a fin de amplificar el ADNc obtenido utilizando oligonucleotidos especificos.

V.3. Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real

El ADNc obtenido a partir de los ARNm que codifican para la proteina MKP-3
(NM_026268.3), p21 (AF035683.1), NUR77 (NM_010444) y para la enzima
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (NM_002046.3) fueron amplificados
llevando a cabo la reaccién en cadena de la polimerasas (polimerase chain reaction,
PCR) en tiempo real utilizando el reactivo SYBR Green Master Mix Reagent (Applied
Biosystem) y un equipo ABI PRISM 7700 Sequence Detection System (Applied
Biosystem). Los oligonucleétidos (5 -3") directos y reversos utilizados se muestran
en la tabla 1. Cada oligonucledtido se utilizé en una concentracion de 0,3 uM. Las
condiciones de amplificaciéon fueron las siguientes: Para MKP-3 y GAPDH: a) 10
minutos a 95°C, b) 15 segundos a 95°C, c) 60 segundos 60°C, con una repeticion de
40 ciclos del segundo y tercer paso; para p21: a) 10 minutos a 95°C, b) 15 segundos
a 95°C, c) 60 segundos 64°C, con una repeticién de 40 ciclos del segundo y tercer
paso y para NUR77: a) 10 minutos a 95°C, b) 15 segundos a 95°C, c¢) 60 segundos

62,5°C, con una repeticion de 40 ciclos del segundo y tercer paso.

Los datos obtenidos se analizaron mediante el programa Sequence Detection
Software (Applied Biosystem, Version 1.3). Se realizé la cuantificacién de la expresion
génica a partir de curvas estandar y cada muestra se normalizé con la expresion de
GAPDH en cada caso. La eficiencia de amplificacién (E) para cada par de
oligonucleodtidos se calculé a partir de la pendiente de una curva de amplificacién
estandar en la cual se representé el valor Ct (cycle threshold, umbral de ciclos) versus
log (ng ADNCc) por reaccion. La eficiencia E = 10 — (1/pendiente) se considero éptima
cuando E= 2 + 0,1.
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Oligonucledtido 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: Oligonucleoétidos utilizados para las reacc iones de PCR en tiempo real.

V1. PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN

Para purificar los productos de amplificacién por PCR y los fragmentos
obtenidos mediante el corte con enzimas de restriccion se realizé una electroforesis de
las muestras de ADN en un gel de agarosa. Las bandas de interés fueron escindidas y
purificadas utilizando el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) y

siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante, que se describe a continuacion.

Cada fragmento del gel se colocé en un tubo de 1,5 ml de capacidad y se
adicionaron 10 pl de solucién de unién a la membrana (isotiocianato de guanidina 4,5
M, acetato de potasio pH 5 0,5 M) por cada 10 mg de gel de agarosa. El sistema se
incubé 10 minutos a 55-65°C en agitacién. Se transfirio la mezcla de gel disuelto a
una minicolumna Wizard® conteniendo una membrana de silica, se incubé 1 minuto y
luego se centrifugdé durante 1 minuto a 16.000 xg. Con este procedimiento se separa
el ADN, que queda adherido a la silica, y el eluato que se descarta. Se lavé la
columna con 700 ml de solucién de lavado de la membrana (acetato de potasio pH 5,0
10 mM; EDTA,7 UM, pH 8, etanol 80%) y se repitié el centrifugado. Se realizé un
segundo lavado con 500 ml de solucién, centrifugando esta vez durante 5 minutos. Se
descarté el eluato y se centrifugé 1 minuto adicional. Finalmente se eluye el ADN con

50 ml de H,O0 libre de nucleasas, mediante la centrifugacién durante 1 minuto a 16000

Xg.
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VI.1. Electroforesis en geles de agarosa

Para el analisis de muestras de ADN se utilizaron geles de agarosa de distintos
porcentajes (por lo general entre 1-1,5% p/v) conteniendo 0,5 pg/ml de bromuro de
etidio y preparados en solucién TAE (4,84 g Tris, 1,14 ml &acido acético glacial, 0,74 g
Na,EDTA.2H,0 en agua deionizada en cantidad suficiente para 1 litro de solucién). La
separacién se realiz6 en un aparato de electroforesis horizontal bajo voltaje constante
(80 voltios). La visualizacién de los fragmentos se realiz6 utilizando un
transiluminador de luz ultravioleta de 305 nm. Las imégenes de los geles fueron
obtenidas con el analizador Gel-Pro (IPS, North Reading, MA, USA).

VIl. METODOS GENERALES DE OBTENCION DE VECTORES
VI1.1. PlAsmidos utilizados

El plasmido pFLAG-ERK2, fue gentilmente cedido por Melanie Cobb,
Department of Pharmacology, University of Texas Southwestern Medical Center,
Dallas, Texas, USA (Robinson y col., 2002). El pldsmido pGL3-NUR77 fue gentilmente
cedido por Takashi Yazawa, Department of Biochemistry, Faculty of Medical Sciences,

University of Fukui, Fukui, Japan, (Inaoka y col., 2008)

El plasmido pGEM® -T Easy (Promega) (Figura 8) fue utilizado para subclonar

los productos amplificados en las reacciones de PCR como se explicara a continuacion.
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Figura 8: Mapa del plasmido comercial pGEM®-T Easy.
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El plasmido p3XFLAG-CMV-10 (Sigma) (Figura 9), se utiliza para estudios de
sobreexpresion de proteinas fusionadas a una secuencia especifica de aminoacidos

(flag) que permite su identificacion mediante un anticuerpo comercial anti-flag.

P3XFLAG-CMV-10 (6.4 kb) - I -
0 ]
CMV promoter hGH poly A
SV 40 origin
f1 origin
neo’
amp’
SV 40 poly A

pBR322 origin

Figura 9: Mapa del plasmido comercial p3XFLAG-CMV-1 0.

El plasmido pSUPER.retro (OligoEngine), es un vector de expresién de ARN de
interferencia. Este vector fue utilizado en los estudios de disminucién de la expresiéon

de proteinas en células eucariotas (Figura 10).
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Figura 10 : Mapa del plas mido comercial pSUPER.retro

VII1.2. Ligacion en el plasmido pGEM® -T Easy

Los fragmentos de ADN purificados por gel se ligaron al plasmido pGEM® -T
Easy para su posterior secuenciacién y analisis. Se coloc6 1 ml de solucién
amortiguadora 10x para ADN ligasa de T4 (Tris-HCI 300 mM, pH 7,8, MgCl, 100 mM,
DTT 100 mM, ATP 10 mM, polietilenglicol 10%), 1 ml (50 ng) del vector, la cantidad
correspondiente del fragmento de ADN a ligar en relacién 3:1 (inserto: vector) y 1 ml
de ADN ligasa de T4 (3U) y H,O en un volumen final de 10 ml. Se dej6 transcurrir la
reaccion durante toda la noche a 4°C. El producto de ligacién se utilizé para

transformar bacterias competentes XL1-Blue.

VII1.3. Obtencion del plasmido de expresion pFLAG-M  KP-3

Se partio del plasmido pGEM® -T Easy conteniendo la secuencia de 1,18 kb de
MKP-3 proveniente de la reaccion de PCR. Se digiri6 1 mg de plasmido y del vector
p3XFLAG-CMV-10 con las enzimas Notl y EcoRI. El clonado del fragmento se realiza
en el mismo marco de lectura que la secuencia de aminoéacidos (flag) que esté ubicado
en el extremo 5 del vector para generar una proteina de fusion flag-MKP-3 con el flag
en el extremo N-terminal de la misma. La proteina recombinante puede ser detectada
por Western blot con un anticuerpo anti-flag. El protocolo de ligacién, transformacion
de bacterias y purificacion del plasmido fue similar al detallado anteriormente. La
construccion obtenida fue verificada por digestion con enzimas de restriccion y

mediante secuenciacion.
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Oligonucleétido Secuencia 5" -3°
MKP-3 directo TTGCGGCCGCTATGATAGATACGCTCAGA
MKP-3 reverso ACGCGAATGAAGGAATGGGGACAACTC

Tabla 2: Oligonucledtidos utilizados para amplifica r ADNc de MKP-3 y clonarla

posteriormente en el plasmido pFLAG

VII.4. Obtencion de un vector de expresién de un AR N de interferencia

especifico para MKP-3

Con el fin de completar la caracterizacion de la expresién de MKP-3 y analizar
el papel funcional de esta proteina procedimos a anular la expresién de la misma y a
evaluar los efectos de este procedimiento. La estrategia utilizada para disminuir
especificamente los niveles de la proteina MKP-3 consistid en transfectar las células
con una construccion obtenida a partir del vector pSUPER.retro (OligoEngine), el cual
dirige la sintesis intracelular de ARNs pequefios llamado shARN (short hairpin) bajo el
control del promotor de la ARN H1 polimerasa IIl. ElI plasmido recombinante se
obtiene mediante la insercién de una secuencia que es especifica del gen cuya

expresion se desea reducir.

Con el fin de crear un ARN de interferencia contra MKP-3, se disefiaron
oligonucleodtidos de 19 pb cuya secuencia es idéntica a una region especifica del ARNm
de MKP-3 (Tabla 3). Cada oligonucle6tido presenta las siguientes caracteristicas: un
sitio de corte para una enzima de restriccion (Bglll o Hindlll), una secuencia en
orientacion sentido (correspondiente a una region del ARNm cuya expresidn se quiere
inhibir), una regién de 9 nucledtidos ubicada en el centro y una secuencia en
orientacidon antisentido complementaria a la secuencia sentido. La secuencia de 9
nucledétidos es una secuencia establecida y es la porcidn que genera el bucle o hairpin.
El vector pSUPER.retro se cortd con las enzimas ya mencionadas y el vector
linealizado se purifico a partir de un gel de agarosa. El par de oligonucleétidos
especifico (sentido y antisentido) se hibrida y luego se clona en los sitios de restriccién
de las enzimas Bglll y Hindlll del vector pSUPER.retro bajo el control del promotor de
la ARN polimerasa IIl. Se genera asi la construccion pSUPER.retro-MKP-3 (shARN
MKP-3).
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Oligonucleétido Secuencia 5" -3’

MKP-3 shRNA directo = GATCCCCACGACATTGTTAAGATGAATTCAAGAGATTCATCTTAACAATGTCGTTTTTTA

MKP-3 shRNA reverso  AGCTTAAAAAACGACATTGTTAAGATGAATCTCTTGAATTCATCTTAACAATGTCGTGGG

Tabla 3: Oligonucledtidos utilizados para generar s hARNSs especificos de MKP-3 de raton.

El transcripto resultante del vector predice una forma de replegado sobre si
mismo con una estructura de bucle. El bucle del transcripto precursor es rapidamente
clivado en la célula produciendo de esta manera el shRNA funcional. La transfeccién
de las células con esta construcciéon lleva a la degradacién especifica del ARNm de
MKP-3. La construccién obtenida fue verificada por digestibn con enzimas de

restriccion y mediante secuenciacién.

VI1.5. Mutacion sitio-dirigida

Con el fin de obtener las construcciones pFLAG-MKP-1-S359A-S364A y pFLAG-
MKP-1-S296A-S323A se realizd una reaccién de mutacién sitio dirigida utilizando el

Stratagene QuickChange TM Site-Directed Mutagenesis Kit.

Para generar la mutante pFLAG-MKP-1-S359A-S364A se realiz6 la replicacion
del plasmido pFLAG-MKP-1 utilizando la polimerasa Pfu Ultra de alta fidelidad, a partir
de un par de oligonucleétidos mutagénicos especialmente disefiados (Tabla 4).
Debido a la cercania de los sitios a mutar, este par de oligonucleétidos presenta los
dos cambios de bases necesarios en los codones de la secuencia de MKP-1 de manera

de cambiar las Serinas 359 y 364 por Alaninas.

Para generar la mutante pFLAG-MKP-1-S296A-S323A se realizaron dos
mutaciones en forma secuencial. En primer lugar se obtuvo el vector pFLAG-MKP-1-
S296A, utilizando los oligonucléotidos especificos para generar la mutacion de la
Serina 296 por una Alanina. Luego, se realizé la replicacion de ese vector con los
oligonucledtidos especificos para realizar la mutacién de la Serina 323 por una

Alanina; obteniendo asi la forma doblemente mutada.
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Oligonucledtido 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: Oligonucledtidos utilizados para generar las formas mutadas de MKP-1.

VIll. CEPAS BACTERIANAS Y MEDIOS DE CULTIVO DE BACT ERIAS

La cepa de Escherichia coli que se utilizé en los subclonados fue: XL1-Blue de
Stratagene Labs Systems (La Jolla, CA, USA). Su genotipo es: endAl, gyrA96,
hsdR17, lac-, recAl, relAl, supE44, thi-1, [F laclgZ _ M15, proAB, Tn10].

Estas bacterias se cultivaron en el medio Luria-Bertani (LB) cuya compaosicién
es 10 g Triptona, 5 g extracto de levadura, 5 g NaCl en 1 litro de agua. Para
seleccionar colonias transformadas con plasmidos que les otorgan resistencia a
ampicilina, el medio LB fue suplementado con 50 mg/ml de este antibiético. Para

preparar placas con medio de cultivo sélido, se agregaron 15 g/litro de agar.

VIIIl.1. Preparacion de bacterias competentes

Para la preparaciéon de bacterias competentes, se inoculé una colonia aislada de
la cepa XL1-Blue en 5 ml de medio LB y se incubdé a 37°C con agitacién continua
durante toda la noche. A continuacidon, se hizo una dilucion 1:100 sembrando
alicuotas de 100 ml de bacterias en 10 ml de medio LB fresco y se incubé en agitador
nuevamente a 37°C hasta llegar a la fase de crecimiento exponencial (DOgoonm = 0,4-
0,6). Luego el cultivo fue centrifugado a 5000 rpm durante 10 minutos y el sedimento
resuspendido en 5 ml de CaCl, 50 mM frio y estéril. La suspensiéon fue mantenida en
hielo durante 20 minutos repitiendo posteriormente el paso de centrifugacién. En este
caso el sedimento obtenido fue resuspendido en 1 ml de solucién fria de CaCl, 50 mM

e incubado durante toda la noche a 4°C con el agregado de glicerol (25%). A
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continuacion las células fueron fraccionadas en alicuotas de 200 ml y se conservaron a
-70°C.

VII11.2. Transformacion de Escherichia coli competentes

Todos los materiales para el procedimiento de transformacion, incluyendo las
soluciones y los tubos de polipropileno, fueron mantenidos a 4°C durante todo el
procedimiento. Las bacterias competentes fueron descongeladas en un bafio de
hielo/H,0O. En un tubo Eppendorf frio se colocaron 10 ml de la solucibn de ADN
plasmidico (0,1 mg) y se adicionaron 200 ml de la suspension de células competentes
mezclando con pipeta para homogeneizar la mezcla. Se dejé estabilizar a 4°C durante
30 minutos y luego se realiz6 un choque térmico a 42°C por 45 segundos, seguido
inmediatamente por wuna incubacion en hielo durante otros 2-3 minutos.
Posteriormente se adicionaron 500 ml de medio LB fresco (sin antibi6ticos) y se
incubaron a 37°C durante 60 minutos con agitaciéon, para lograr la recuperacién de las
células. Finalmente se centrifugaron a temperatura ambiente a 10000 rpm durante 3
minutos y se cultivaron las bacterias en placas conteniendo LB agar con ampicilina.

Las placas fueron incubadas en estufa toda la noche a 37°C.

I X. PURIFICACION DE ADN PLASMIiDICO
I X.1. Aislamiento y purificacion de ADN plasmidico a pequefia escala

Para el aislamiento y purificacion del ADN plasmidico en pequefia escala
(MINIPREP) se utiliz6 el sistema Wizard® (Promega) y se siguio el protocolo sugerido

por el fabricante que se describe a continuacién.

Para la obtencion de las bacterias, las colonias bacterianas transformadas
seleccionadas se inocularon en 5 ml de LB con ampicilina y se incubaron durante la
noche a 37°C con agitacién continua. El cultivo obtenido se centrifugé a 10000 x g
durante 10 minutos a temperatura ambiente y el sedimento se resuspendié en 200 pli
de una solucién conteniendo Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, EDTA 10 mM y ARNasa A 100
pg/ml. A continuacidon se adicionaron 200 pl de solucion de lisis (NaOH 0,2 M, SDS
1%) y 200 pl de solucion de neutralizacion (acetato de potasio 1,32M, pH 4,8) y la
suspension obtenida se centrifugd a 10000 x g durante 5 minutos. El sobrenadante se
trasvasé a una columna conteniendo la resina DNA Wizard® (Promega) y luego se
centrifugd la columna a 10000 xg durante 2 minutos. EI ADN plasmidico quedoé

retenido en la columna y la matriz se lavdé con 2 ml de una solucién conteniendo Tris-
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HCI 20 mM, pH 7,5, NaCl 200 mM, EDTA 5 mM y etanol 55%. Luego se volvié a
centrifugar a 10000 xg durante 2 minutos. Por ultimo el ADN se eluyd de la resina con
50 pl de agua libre de nucleasas precalentada a 60°C. Se centrifugd por Gltima vez la

columna a 10000 xg durante 2 minutos y se recogio el eluato.

| X.2. Aislamiento y purificacion de ADN plasmidico a mediana escala

Para la purificacién del ADN plasmidico a mediana escala (MIDIPREP) se utilizé
el sistema Wizard® Plus Midipreps DNA Purification System (Promega) y se procedi6

como se describe a continuacién, de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Las colonias bacterianas transformadas seleccionadas se inocularon en 100 ml
de LB con ampicilina y se incubaron durante la noche a 37°C con agitacion con tinua.
El cultivo obtenido se centrifugé a 10000 xg durante 10 minutos a temperatura
ambiente y el sedimento se resuspendid con pipeta en 3 ml de una solucion
conteniendo Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, EDTA 10 mM y ARNasa A 100 mg/ml. A
continuacion se agregaron 3 ml de solucién de lisis (NaOH 0,2 M, SDS 1%) y 3 ml de
solucién de neutralizacion (acetato de potasio 1,32 M, pH 4,8) y se incub6 el sistema a
temperatura ambiente durante 10 minutos. La suspensién resultante se centrifugo a
14000 xg durante 15 minutos y el sobrenadante se trasvasé a un tubo conteniendo la
resina DNA Wizard®. La mezcla ADN/resina se trasvas6 a una columna conectada a
una bomba de vacio. Luego de aplicar el vacio, el ADN plasmidico quedé retenido en la
columna. La matriz se lavé dos veces con 15 ml de una soluciéon conteniendo acetato
de potasio 80 mM, Tris-HCI 8,3 mM, pH 7,5, NaCl 200 mM, EDTA 10 mM y etanol
55%. Luego de secar la resina durante 30 segundos, se cortd la columna y la parte
inferior de ésta se transfirié a un tubo Eppendorf. EIl sistema se centrifugé a 10000 xg
durante 2 minutos. Finalmente el ADN se eluyd de la resina con 300 pl de H,O libre de

nucleasas precalentada a 60°C por centrifugacion a 10000 xg durante 20 segundos.

X. TRANSFECCI ON TRANSITORI A DE LAS LINEAS CELULARES

Las células fueron cultivadas hasta un 80% de confluencia en placas de 24
pocillos. Al dia siguiente se realiz6 la transfeccion. La transfeccién fue realizada con
0,8 pg de plasmido en medio Opti-MEM y 2 ml de reactivo Lipofectamina 2000 de
acuerdo con las instrucciones del fabricante, en 500 ul de medio sin antibi6ticos. Los
plasmidos utilizados fueron p3XFLAG-MKP-3, shRNA-MKP-3, p3xFLAG-MKP-1 o los

vectores vacios como control. Para los experimentos de analisis de la actividad de
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promotores, las células fueron cultivadas en placas de 48 pocillos y transfectadas con
0,05 pg del plasmido pGL3 conteniendo el ADNc de la luciferasa de luciérnaga (Firefly
luciferase) bajo el control del promotor de NUR77 (pGL3-NUR77) (Inaoka y col.,
2008), junto con 0,35 ug del plasmido conteniendo el ADNc de MKP-1 y con 5 ng del

plasmido pRL (Renilla luciferase).

Luego de 6 horas post-transfecciéon, se cambié el medio de cultivo por medio
fresco. Al dia siguiente las células fueron privadas de suero durante 24 horas. Luego
se realizaron las estimulaciones correspondientes y las células fueron procesadas para
la obtencién del ARN, las proteinas o la medicion de la actividad del promotor. La
eficiencia de transfeccion fue aproximadamente del 40% como se estimd por conteo
de células fluorescentes transfectadas con el pldsmido pRc/CMVi conteniendo la forma
mejorada de la proteina fluorescente verde (Enhanced Green Fluorescent Protein,
EGFP).

X1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LUCI FERASA

El analisis de la actividad del promotor del gen en estudio se evalud a partir de
la actividad de la enzima luciferasa de luciérnaga (Firefly luciferase), cuya expresion
esta bajo el control de este promotor. Las células fueron transfectadas como se
comentd previamente. Luego de la transfeccion, las células fueron estimuladas
durante los tiempos correspondientes. Luego del tratamiento, las células se lavaron
con PBS y se lisaron con 70 pl de una solucidon de lisis (Passive Lysis Buffer 1x,
Promega) durante 15 minutos con agitacién a temperatura ambiente. Una alicuota de
5-10 ul del lisado fue utilizada para determinar la actividad de luciferasa con el kit
Dual-Luciferase® Reporter Assay (Promega). Mediante este kit se determina la
actividad de ambas luciferasas y se normaliza la actividad de la luciferasa de
luciérnaga respecto de la actividad constitutiva de la luciferasa de Renilla y se expresa
en unidades relativas. La deteccion de la actividad de ambas enzimas se realiz6
mediante un lector multiplaca SynergyTM HT (Multi-Detection Microplate Reader,

BioTek Instruments).

XI1. ANALI SIS ESTADI STICO

Los resultados se muestran como la media + el error estdndar de la media
(ES). La significancia estadistica fue evaluada utilizando ANOVA, seguida del test de

Tukey. Se considerd significativa P < 0,05.
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|. REGULACI ON DE LA EXPRESION DE MKP-3 POR hCG EN C ELULAS DE
LEYDI G MA-10.

I.1. Regulacién de los niveles del ARNm de MKP-3

Se ha mencionado en la introduccién de este trabajo de tesis que ciertos
estimulos provocan un incremento en los niveles del ARNm correspondiente a MKP-3.
Incluso se ha demostrado que este efecto es mediado, en parte, por estabilizacion del
ARNm (Bermudez y col., 2011). En este trabajo analizamos si LH es capaz de
modular los niveles del ARNm de MKP-3. Para ello se utilizo6 como estrategia la
estimulacion del receptor del LH (RLH) con la hormona gonadotrofina coriénica de
origen humano (hCG). Se analizé el efecto tanto de hCG como el de un andlogo
permeable de su segundo mensajero, 8Br-AMPc, sobre la expresion génica y sobre la

estabilidad del mensajero.

I.1.1. Efecto de hCG y AMPc sobre los niveles del A RNm de MKP-3

Con el fin de evaluar la regulacién transcripcional de MKP-3 por accion
hormonal, los cultivos de células de la linea MA-10 fueron privados de suero durante
24 horas y luego fueron incubados en presencia o ausencia de la hormona hCG
(10ng/ml) o de 8Br-AMPc (0,5 mM) durante distintos tiempos. A continuacién se
purifico el ARN total de las células, se realizd la transcripcidon reversa y se evalué el
nivel de ARNm de MKP-3 mediante PCR en tiempo real, utilizando oligonucleétidos
especificos. Como control de la cantidad de ARN utilizado en cada reaccién, se realizé
en paralelo la amplificacion del transcripto correspondiente a la proteina gliceraldehido
3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), cuyos niveles no se modifican por el tratamiento

hormonal (housekeeping gene).

Los resultados mostraron que, en células de Leydig MA-10, la hormona hCG
promueve la induccion de MKP-3 (Figura 11). La cinética de induccion de MKP-3
mostré un incremento significativo de los niveles del ARNm a partir de las 2 horas de
estimulacion (aproximadamente 3,5 veces respecto al control). Luego de 6 horas, los
niveles del ARNm disminuyen a los valores basales. Resultados similares se
observaron cuando las células fueron estimuladas con 8Br-AMPc. En este caso, el
maximo de estimulacién se alcanz6 luego de 2 horas (aproximadamente 3,5 veces

respecto al control).
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Figura 11. Efecto de hCG y 8Br-AMPc sobre los nivel es del ARNm de MKP-3 en células de

Leydig MA-10. Células MA-10 fueron privadas de suero durante 24 h, luego fueron tratadas con
hCG 10 ng/ml (A) u 8BR-AMPc 0,5 mM (B) durante los tiempos indicados. Los niveles de ARNm
correspondientes a MKP-3 y GAPDH (control) se analizaron por PCR en tiempo real. El gréfico
muestra la relacion MKP-3/GAPDH en unidades arbitrarias. Los valores representan la media + ES de
tres experimentos independientes realizados por duplicado. El andlisis estadistico se realiz6 por

ANOVA de un factor seguido del test de Tukey. *, P < 0,05; ***, P<0,001 vs. tiempo 0.
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I.1.2. Efecto del bloqueo de la transcripcion sobre el aumento del ARNm de
MKP-3 promovido por AMPc

Los resultados anteriores mostraron que la estimulacién del RLH provoca un
aumento en los niveles del ARNm de MKP-3 por un mecanismo mediado por AMPc,
efecto que alcanza un valor maximo entre las 2 y 3 horas de estimulacion. A
continuacién se analiz6 si este efecto ocurre como consecuencia de la activacién de la
transcripcion génica, de la estabilizacibn del mensajero o involucra ambos
mecanismos. Con este fin, evaluamos los niveles del ARNm de MKP-3 en células
estimuladas con 8Br-AMPc, en presencia o0 ausencia de un inhibidor de la
transcripcion, actinomicina D (Act D, 3 ug/ml). Determinamos que la inhibicién de la

transcripcion evita el incremento del ARNm producido por el AMPc (Figura 12).

MKP-3/GAPDH
(unidades arbitrarias)
=

Act D - + - +

Control 8Br-AMPc

Figura 12. Efecto de la actinomicina D sobre los ni  veles del ARNm de MKP-3 en células de

Leydig MA-10 estimuladas con AMPc. Las células MA-10 fueron privadas de suero durante 24
horas y luego estimuladas con 8Br-AMPc (0,5 mM) durante 2 horas, en presencia o ausencia de
actinomicina D (Act D, 3 pg/ml). Se evalué el nivel de expresién del ARNm de MKP-3 y de GAPDH
mediante PCR en tiempo real. El grafico muestra la relacion MKP-3/GAPDH en unidades arbitrarias.
Los valores representan la media + ES de dos experimentos independientes realizados por duplicado.
El analisis estadistico se realiz6 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. Control en ausencia de Act D.

Dado que la Act D disminuye la acumulacién del mensajero, se infiere que hCG
promueve la transcripcién del gen DUSP6, el cual codifica para MKP-3. Por lo tanto
este resultado sugiere que una posible estabilizacion del mensajero, como se ha
descripto en otros sistemas (Bermudez y col., 2011), tiene poca o nula participacion
en el incremento de los niveles del ARNm de MKP-3 en células de Leydig estimuladas
por hCG.
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1.1.3. Determinacion de la estabilidad del ARNm de MKP-3

Con el fin de confirmar que la estabilidad del ARNm de MKP-3 no se modifica
por hCG/AMPc se realizaron experimentos de pulse and chase, los que permiten
evaluar la velocidad de decaimiento del ARNm vy los efectos de la estimulacién sobre
este parametro. El protocolo incluye una etapa durante la cual las células se incuban
en presencia o ausencia (control) de estimulo durante el tiempo necesario para
acumular el ARNm a valorar. A continuacién, se agrega Act D y 30 minutos después
(tiempo de pulse and chase = 0) se inicia el procesamiento de las células a diferentes
tiempos. En nuestro caso las células se incubaron sin (control) o con 8Br-AMPc
durante 2 horas (tiempo de méaxima induccion del ARNm por 8Br-AMPc) y luego del
agregado de la Act D se procesaron a diferentes tiempos (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 tiempo O min. (Figura 13, Panel B).

El gréafico de la figura 13 muestra que los niveles del ARNm de MKP-3 decaen
con similar velocidad en las células controles y estimuladas, lo cual se confirma por los
valores de tiempo de vida media calculados: t% (control)= 50 min, t% (8Br-AMPc)=
52 min. Estos resultados sugieren que el incremento en los niveles de ARNmM
alcanzados en células estimuladas se debe a un aumento en la transcripcion del gen
DUSP6 y no a un aumento en la estabilidad del ARNm correspondiente. Ma&s aln,
estos resultados son compatibles con el hecho que la Act D disminuye el incremento

en los niveles del ARNm de MKP-3 por 8Br-AMPc, descripto en la figura 12.
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Figura 13. Andlisis de la estabilidad del ARNm de M KP-3 en células de Leydig de la linea

MA-10. 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 tiempos (30 minutos de Act D
correspondiente a chase time = 0) (A). ElI ARN total fue purificado y sometido a transcripcion
reversa y a PCR en tiempo real utilizando oligonucleétidos especificos para MKP-3 y para GAPDH
como control. Los resultados son expresados como porcentaje (valor a tiempo cero: 100%) (B). Los
valores representan la media + ES de tres experimentos independientes. El andlisis estadistico se

realizé por ANOVA de un factor seguido del test de Tukey.
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I.1.4. Anédlisis de la participacion de ERK1/ 2 en la  accion del AMPc sobre los
niveles del ARNm de MKP-3

Se ha demostrado que en determinados sistemas la activaciéon de la
transcripcion del gen DUSP6 es dependiente de la actividad de ERK1/2. En células
MA-10, la activacién del RLH provoca la activacion del ERK1/2 a través de un
mecanismo dependiente de la activacion de Ras por PKA (Hirakawa y Ascoli, 2003).
Este conocimiento nos llevé a preguntarnos si la transcripcion del gen DUSP6, que

desencadena la activacion del RLH, requiere la actividad del ERK1/2.

Para establecer si la induccion de MKP-3 provocada por AMPc es dependiente
de la actividad de ERK1/2, se investigdé la capacidad del 8Br-AMPc de inducir la
expresion de MKP-3 en condiciones en las que se bloquea la activacidon de esa quinasa.
Para esto se utilizé el compuesto PD98059 (50 uM), un inhibidor de MEK1/2 —quinasas
rio arriba de ERK1/2— que impide la activacién 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.

4 .
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Control 8Br-AMPc

Figura 14. Efecto de ERK1/ 2 sobre los niveles del ARNmM de MKP-3 en células de Leydig MA-10
estimuladas con AMPc. Células MA-10 fueron privadas de suero durante 24 h, luego fueron
estimuladas con 8BR-AMPc 0,5 mM durante 3 h, en presencia o ausencia PD98059 (50 puM). Los
niveles de ARNm correspondientes a MKP-3 y GAPDH (control) se analizaron por PCR en tiempo real.
El grafico muestra la relaciéon de intensidades MKP-3/GAPDH en unidades arbitrarias (panel inferior).
Los valores representan la media + ES de tres experimentos independientes realizados por duplicado.
El analisis estadistico se realiz6 por ANOVA de un factor seguido del test de Tukey. **, P<0,01 vs
células tratadas con 8Br-AMPc en ausencia de PD98059; ###, P<0,001 vs control en ausencia de
PD98059.
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El anédlisis por PCR en tiempo real mostré que el 8Br-AMPc incrementa los
niveles del mensajero correspondiente a MKP-3 y que el inhibidor PD98059 disminuye
la magnitud de este efecto (Figura 14). Este hecho sugiere que el mecanismo por el

cual el AMPc dispara la induccion de MKP-3 involucra la actividad de ERK1/2.

|.2. Efecto de la estimulacion sobre lo s niveles y localizacion subcelular de la
proteina MKP-3

MKP-3 es una proteina citoplasméatica. Debido a su capacidad de unir a ERK1/2
en el ndcleo y transportar la forma desfosforilada hacia el citosol luego del estimulo, es

factible detectarla también en esa organela.

Luego que demostramos que la activacion del RLH regula MKP-3 a nivel
transcripcional en células del Leydig MA-10, analizamos los niveles de la proteina y su

localizacion subcelular en este sistema.

|.2.1. Efecto del AMPc sobre lo s niveles de la proteina MKP-3

A continuaciéon valoramos los niveles de la proteina MKP-3 mediante Western
blot. Las células de la linea MA-10 fueron privadas de suero durante 24 horas y luego
incubadas en presencia o ausencia de 8Br-AMPc (0,5 mM) durante 2 horas. Luego se
purificaron las proteinas totales y se evalué el nivel de expresion de MKP-3. Los
niveles de la proteina MKP-3 se vieron aumentados en el caso de las células

estimuladas (Figura 15).
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Figura 15. Efecto de 8Br-AMPc sobre los nivele s de la proteina MKP-3 en células de Leydig

MA-10. Las células MA-10 fueron privadas de suero durante 24 horas y luego estimuladas con 8Br-
AMPc (0,5 mM) durante 2 horas. Se obtuvieron las proteinas totales y se analizaron por Western blot
utilizando un anticuerpo especifico anti-MKP-3. En el panel superior se muestra el Western blot de un
experimento representativo repetido al menos 3 veces. En el panel inferior se grafica la
cuantificacion de los niveles de la proteina MKP-3, normalizados contra la sefial de la proteina B-

tubulina, evaluados a partir de la densidad 6ptica de cada banda.

|.2.2. Localizacion subcelular de MKP-3 en células de Leydig MA-10

Con el fin de determinar la localizacién subcelular de MKP-3 en células de
Leydig, se realizaron estudios de inmunocitoquimica. Las células MA-10 fueron
cultivadas en cubreobjetos cubiertos con poli-L-lisina, luego fueron privadas de suero
por 24 horas e incubadas en presencia de 8Br-AMPc durante los tiempos indicados.
Luego del tratamiento las células fueron fijadas y tratadas en las condiciones
descriptas en Materiales y Métodos para la visualizacién de las mismas mediante
microscopia de fluorescencia (Figura 16). MKP-3 fue detectada tanto en nlcleo como
en citoplasma en células no estimuladas. La estimulacién con 8Br-AMPc aumentoé la
intensidad de la sefial especifica en ambos compartimentos en forma dependiente del

tiempo.
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Figura 16. Analisis de la distribucién subcelular d e la proteina MKP-3 en células de Leydig

MA-10 por microscopia de fluorescencia. Las células MA-10 se sembraron en cubreobjetos a una
densidad de 15.000 células/cm? Al dia siguiente fueron privadas de suero por 24 h y luego
incubadas con 8Br-AMPc (0,5 mM) durante los tiempos indicados. A continuacién las células fueron
fijadas e incubadas con un anticuerpo especifico anti-MKP-3 (verde). Los nlcleos fueron tefiidos con
DAPI (azul). La inmunomarcacién fue analizada con un microscopio de fluorescencia (panel superior).
La intensidad de la fluorescencia de cada célula fue evaluada (80-100 células por tratamiento),
normalizada contra el area correspondiente y expresada en unidades arbitrarias. Los datos
representan la media + ES de tres experimentos independientes (panel inferior). *, P< 0,05; **, P

< 0,01 vs. tiempo O.
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En conjunto, estos resultados demuestran que en células MA-10, las hormonas
LH/hCG promueven el incremento tanto de los niveles del ARNm como de la proteina

MKP-3, a través de un mecanismo mediado por el sistema AMPc/PKA

I.3. Regulacién post-traduccional de MKP-3

Determinamos que la estimulacién de las células MA-10 con hCG o un analogo
del AMPc incrementan los niveles del ARNm y de la proteina MKP-3. Si bien el
aumento de la cantidad de proteina puede ser atribuido al aumento del ARNm, no
puede desestimarse que exista una regulacion post-traduccional que estabilice la
proteina. Para comprobar esta posibilidad se hicieron los experimentos que se

describen a continuacion.

|.3.1. Estrategia para la sobreexpresién transitori a de MKP-3

Con el fin de determinar si en células de Leydig LH/hCG regula los niveles de
MKP-3 por accién a nivel post-traduccional, se utiliz6 como estrategia la transfeccion
transitoria con un vector que contiene el ADNc de MKP-3 bajo el control de un
promotor constitutivo. Esta estrategia permite el analisis de la regulacién de los
niveles de la proteina MKP-3 en forma independiente de la regulacién a nivel

transcripcional.

Para cumplir este objetivo se realizé el clonado del ADNc de MKP-3 en el vector
p3XFLAG-CMV-10. Este vector tiene la propiedad de generar una proteina de fusion
con un péptido en el extremo amino terminal (flag), permitiendo de esta forma
detectar eficientemente la proteina recombinante mediante Western blot utilizando un
anticuerpo especifico (anti-flag). Para obtenerla se extrajo el ARN total de células de
Leydig MA-10 cultivadas en presencia de suero (para asegurar la presencia del ARNm
correspondiente a MKP-3, en este caso inducido por factores presentes en el suero). A
partir de este ARN se realiz6 una reaccién de RT-PCR utilizando oligonucledtidos
especificos para amplificar el ADNc de la MKP-3 (fragmento de 1,18 kb). Este
fragmento fue clonado en los sitios de restriccion Not | y EcoRI del vector mencionado
(Figura 17, Panel superior). Obtenida la construccion necesaria para la
sobreexpresion de la proteina de fusion flag-MKP-3 (ver detalles en Materiales y
Métodos), ésta fue analizada mediante un mapa de restriccion (Figura 17, Panel

inferior) y secuenciacion.
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Not |

P3XFLAG-CMV-10 (6.4 kb)

CMV promoter hGH poly A
SV 40 origin
f1 origin
N-Terminal neo)

p3XFLAG-CMV

amp’

v SV 40 poly A

pBR322 origin

6300 Kb —> <« p3xFLAG-CMV10

1188 Kb — <« MKP-3

Figura 17. Esquema del vector utilizado para la sobreexpresion de la proteina flag-MKP-3

en células esteroidogénicas. Se disefiaron oligonucledtidos especificos para amplificar mediante
RT-PCR el ADNc del gen MKP-3 de ratén a partir del sitio de inicio de la traduccidon. El producto de la
reaccion de PCR (1,18 kb) fue clonado en los sitio Not | y EcoRI del vector de expresion p3XFLAG-
CMV-10 para generar la proteina de fusion flag-MKP-3 (Panel superior). Se corroboré la presencia del
inserto de 1,18 kb en el vector mediante digestién con las enzimas de restriccion Not | y EcoR | y

posterior analisis en gel de agarosa con bromuro de etidio (Panel inferior).
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La transfeccion de las células se realizd utilizando el reactivo Lipofectamina
2000. El protocolo de transfeccién involucra un primer paso de incubacién de las
células con la mezcla de Lipofectamina/ADN en un medio libre de antibiéticos durante
6 horas. Luego de 24 horas, las células estan en condiciones de ser utilizadas en los
diferentes experimentos. Con este protocolo se obtiene una eficiencia de transfeccion
del 30% aproximadamente, determinada a partir de la transfeccién de las células con
el vector pRc/CMV-EGFP, el cual sobreexpresa la proteina verde fluorescente (EGFP) y

posterior andlisis de las células positivas mediante microscopia de fluorescencia.

Una vez obtenida la construccion pFLAG-MKP-3, los cultivos de células de
Leydig MA-10 fueron transfectados transitoriamente con dicho vector. Al dia
siguiente, las células fueron privadas de suero por 24 horas y luego incubadas en
presencia o ausencia de 8Br-AMPc durante 2 horas. Posteriormente, se analizaron los
niveles de MKP-3 para evaluar la funcionalidad del vector disefiado. Pudimos observar
qgue las células transfectadas transitoriamente con el vector pFLAG-MKP-3 presentaron

un incremento en la expresion de la proteina flag-MKP-3. (Figura 18)

Control 8Br-AMPc

flag-MKP-3 — - —

B -tubulina = | ——

Figura 18. Sobreexpresion de la proteina flag-MKP-3 en células de Leydig MA-10. Las células
MA-10 fueron transfectadas con el vector pFLAG-MKP-3. Al dia siguiente fueron privadas de suero
durante 24 horas y luego incubadas con 8Br-AMPc (0,5 mM) durante 2 horas. Se evalué el nivel de
expresion de la proteina flag-MKP-3 mediante Western blot utilizando un anticuerpo especifico anti-

flag o anti-B-tubulina como control de carga. La figura muestra un experimento representativo.

1.3.2. Efecto de hCG/ AMPc sobre los niveles de la proteina flag-MKP-3

A continuacion evaluamos si hCG regula la expresiéon de MKP-3 mediante un
mecanismo post-traduccional. Para ello, células de Ila linea MA-10 fueron
transfectadas transitoriamente con el vector pFLAG-MKP-3 y estimuladas con hCG
durante distintos tiempos. Posteriormente los niveles de la proteina flag-MKP-3 fueron
evaluados por Western blot utilizando un anticuerpo anti-flag. Dado que la expresion
de la proteina est4d bajo control de un promotor constitutivo, las diferencias

observadas entre las células controles y estimuladas se deben a un efecto post-
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traduccional de dicho estimulo. Como se muestra en la figura 19, el tratamiento con
hCG produce un aumento transitorio en los niveles de la proteina flag-MKP-3 (Figura
19, Panel A). El aumento es significativo a partir de la hora de estimulacion, se
mantiene hasta las 4 horas y luego decae. Resultados similares se observaron cuando

las células fueron tratadas con 8Br-AMPc (Figura 19, Panel B)
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Figura 19. Efecto de hCG/ 8Br-AMPc sobr e los niveles de la proteina flag-MKP-3 . Células MA-
10 fueron transfectadas transitoriamente con la construccion p3xFLAG-CMV10/MKP-3, luego fueron
privadas de suero durante 24 h e incubadas con hCG 10 ng/ml (A) u 8Br-AMPc 0,5 mM (B) durante
los tiempos indicados. Se obtuvieron los lisados celulares y se analizaron por Western blot con el
anticuerpo anti-flag. Panel superior: Resultado representativo de tres experimentos independientes.
Panel inferior: Cuantificacion de las bandas por densitometria, expresando flag-MKP-3/B-tubulina en
unidades arbitrarias. Los valores representan la media + ES. El andlisis estadistico se realizé por

ANOVA de un factor seguido del test de Tukey. *, P < 0,05; **, P<0,01 vs. tiempo O.
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Con el fin de corroborar que el aumento visto sobre flag-MKP-3 es especifico de la
proteina y que no esté siendo afectado por los aminoacidos agregados por el flag, se
utilizé otra construccion con el epitope flag. Esta permite la expresion de la proteina
recombinante flag-ERK2. Las células MA-10 fueron transfectadas con dicha
construccion y tratadas con 8Br-AMPc 0,5 mM durante distintos tiempos. Luego se
analizé por Western blot la expresion de la quimera flag-ERK2 utilizando el anticuerpo
anti-flag. Los resultados mostraron que la estimulacion con 8Br-AMPc no tuvo efecto
alguno sobre los niveles de flag-ERK2 (Figura 20). Esto demuestra que el efecto de

hCG/ AMPc sobre los niveles de flag-MKP-3 es especifico de la proteina MKP-3.
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Figura 20. Efecto de 8Br-AMPc sobre los niveles de la proteina flag-ERK2 . Células MA-10
fueron transfectadas transitoriamente con la construccion p3xFLAG-CMV10/ERK2, luego fueron
privadas de suero durante 24 h e incubadas con 8Br-AMPc 0,5 mM durante los tiempos indicados. Se
obtuvieron los lisados celulares y se analizaron por Western blot con el anticuerpo anti-flag. La
intensidad de las bandas se cuantifico por densitometria. Panel superior: Resultado representativo de
dos experimentos independientes. Panel inferior: Cuantificacion de las bandas por densitometria,
expresando flag-MKP-3/B-tubulina en unidades arbitrarias. Los valores representan la media + ES. El

analisis estadistico se realiz6 por ANOVA de un factor seguido del test de Tukey.

En conjunto, estos resultados sugieren que en células estimuladas, la
acumulacién de flag-MKP-3 se debe probablemente a la estabilizacién de la proteina

mediada por PKA.
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Il. ANALISIS DEL PAPEL FUNCIONAL DE MKP-3 EN LA ACCION DE LH/ hCG
SOBRE LAS CELULAS DE LEYDIG MA-10

I1.1. Disefio y validacién de la construccién utiliz ada para disminuir el grado

de expresiéon de la proteina MKP-3

Una estrategia para disminuir el nivel de expresién de una proteina consiste en
la expresién de un ARN de interferencia. Con el fin de crear el ARN de interferencia
para MKP-3, se disefiaron oligonucleotidos especificos cuya secuencia es idéntica a
una region especifica del ARNm de MKP-3 (ver Materiales y Métodos). Los
oligonucledtidos fueron clonados en el vector pSUPER.retro para obtener la
construccion pSUPER.retro-MKP-3. La transfeccion de las células con esta
construccion permite la expresién de un short hairpin ARN (shARN) el cual lleva a la

degradacion especifica del ARNm de MKP-3.

Con el fin de evaluar la funcionalidad del shARN disefiado, las células de Leydig
MA-10 fueron transfectadas con la construccion pSUPER.retro-MKP-3 (shARN) o con el
pSUPER.retro vacio (Mock). Luego fueron privadas de suero por 24 horas y a
continuacion estimuladas con 8Br-AMPc 0,5 mM. Posteriormente se purific6 el ARN y
se evaluo la expresion del ARN de MKP-3 mediante PCR en tiempo real. En las células
gue expresan el shARN, la estimulacibn con 8Br-AMPc provocé un aumento
significativamente menor de los niveles del ARNm de MKP-3 que las células
transfectadas con el vector vacio (Mock) (Figura 21). Esta disminucion resulté ser
s6lo del 30% con respecto a las células transfectadas con el plasmido vacio y
estimuladas, lo cual es consistente con el hecho de que la eficiencia de transfeccién en
dicha linea celular es aproximadamente 30%. Estos resultados sugieren que la

construccion es efectiva para disminuir la expresion de MKP-3.
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MKP-3/GAPDH
(unidades arbitrarias)

8Br-AMPc - + - +

Mock shARN

Figura 21. Efecto del shARN sobre los niveles del ARNm de MKP-3. Las células fueron
transfectadas con la construccion pSUPER.retro-MKP-3 para la expresién del shARN especifico para el
bloqueo de la expresion de MKP-3 (shARN) o con el plasmido vacio (Mock). Luego fueron privadas de
suero y después de 24 h, estimuladas o no con 8Br-AMPc 0,5 mM durante 2 horas. El ARN total fue
aislado y sometido a transcripcién reversa y a PCR en tiempo real usando oligonucle6tidos especificos
para MKP-3 y para GAPDH como control. Los valores representan la media + ES de tres experimentos
independientes realizados por duplicado. El andlisis estadistico se realiz6 por ANOVA de un factor

seguido del test de Tukey. **, P < 0,01 vs. células Mock estimuladas.

Otra estrategia para confirmar la efectividad de la construccion consistié en
determinar en qué medida la expresion de la construccion es capaz de reducir el nivel
de la proteina recombinante. Para ello, las células de Leydig MA-10 fueron
transfectadas con el plasmido pFLAG-MKP-3, para la expresion de flag-MKP-3, en
conjunto con el plasmido pSUPER.retro-MKP-3 o pSUPER.retro vacio. Luego fueron
privadas de suero y luego de 24 horas estimuladas con 8Br-AMPc (0,5 mM). Al
término de la estimulacion las células fueron lisadas y las proteinas totales analizadas
por Western blot con el anticuerpo anti-flag. Como se puede ver en la figura 22, en el
shARN redujo los niveles de la proteina flag-MKP-3 en comparacién con las células que

no lo expresan (Mock)

73



Resultados

flag-MKP-3 = | ——— |

B -tubulina —)I . S b Sl |

O Fr,r N W MO O N
1

flag-MKP-3/B-tubulina
(uniades arbitrarias)

- + - +

(o]
W
>
<
e
o

Mock shARN

Figura 22. Analisis de la funcionalidad del shARN p ara MKP-3. Las células fueron transfectadas
con la construccion pFLAG-MKP-3 en conjunto con el plasmido pSUPER.retro-MKP-3 (shARN) o con el
plasmido vacio (Mock). Luego fueron privadas de suero por 24 h y estimuladas o no con 8Br-AMPc
0,5 mM. Las células fueron lisadas y las proteinas totales fueron analizadas mediante Western blot
con un anticuerpo anti-flag. Los valores representan la media + ES de dos experimentos

independientes realizados por duplicado.

I'1.2. Efecto del nivel de expresién de MKP-3 sobre el grado de fosforilacion de

ERK1/ 2

Se ha demostrado que MKP-3 desfosforila especificamente a ERK1/2 y que en
condiciones basales retiene a ERK1/2 en la forma desfosforilada en el citoplasma
(Karlsson y col., 2004). A continuacién describimos los experimentos que realizamos
para evaluar el efecto de la sobreexpresién de MKP-3 sobre el grado de activacion de

ERK1/2 mediante Western blot.

Las células MA-10 fueron transfectadas con el plasmido pFLAG-MKP-3 o con el
plasmido vacio. Luego fueron privadas de suero por 24 horas y estimuladas con 8Br-
AMPc durante los tiempos indicados. Las células fueron lisadas y las proteinas fueron
analizadas mediante Western blot utilizando un anticuerpo anti-P-ERK1/2.
Observamos que en todos los tiempos de estimulacion con 8Br-AMPc (20, 60 y 120
minutos) el nivel de fosforilacion de ERK1/2 es menor en las células que
sobreexpresan la proteina MKP-3 respecto de las células controles transfectadas con el

plasmido vacion (Mock). Por el contrario, en las células que sobreexpresan el shARN
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de MKP-3, el tratamiento con AMPc fue capaz de incrementar los niveles de fosfo-
ERK1/2 (Figura 23).

Este resultado demuestra que la proteina MKP-3 sobreexpresada es funcional
ya que reduce la actividad de ERK1/2 promovida por AMPc. También confirmamos la
funcionalidad del shARN de MKP-3, ya que produce un mayor nivel de activacion de
ERK1/2 frente a la estimulacion con AMPc y ademas prolonga el marco temporal de

acciéon de esta quinasa.
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Figura 23. Efecto de la sobreexpresion y el silenc iamiento de MKP-3 sobre los niveles de P-

ERK. Las células fueron transfectadas con el plasmido pFLAG-MKP-3 para la sobreexpresion de flag-
MKP-3 (MKP-3) o con el plasmido vacio (Mock) (A), o con el pSUPER-retro-MKP-3 para la expresién
del shARN contra MKP-3 (shARN) o el vector vacio (Mock) (B). Luego las células fueron privadas de
suero por 24 h y estimuladas con 8Br-AMPc 0,5 mM por los tiempos indicados. Las células fueron
lisadas y los niveles de P-ERK1/2 o ERK1/2 total fueron analizados por Western Blot. La figura
muestra un Western blot representativo de cada caso. Cada experimento fue realizado tres veces con

resultados similares.

I'1.3. Efecto de MKP-3 sobre la expresion de p21 en células de Leydig MA-10

En general, es aceptado que los sustratos de las MKPs son las las MAPK. Sin
embargo, hay algunas evidencias que sugieren que las MKPs pueden desfosforilar in

vivo sustratos diferentes a las MAPKs (Huang y Tan, 2012). Por ejemplo, como se
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menciono6 en la introduccién de este trabajo, MKP-3 interactda con la proteina FOXO1
y promueve su desfosforilacién. Este evento lleva a la translocacién de FOXO1 al
nucleo donde interviene en la activacion de genes de la gluconeogénesis (Jiao y col.,
2012; Wu y col., 2010). FOXO1 participa en la regulacién de genes relacionados no
s6lo con el control del metabolismo sino también con otros procesos, como por
ejemplo el arresto del ciclo celular a través de la induccién del inhibidor del ciclo
celular p21 (Roy y col., 2010). Por lo tanto, nosotros postulamos que la activacion del
RLH podria modular la expresién de p2l1 como mecanismo para controlar la
proliferacion de las células de Leydig y que MKP-3 podria intervenir en esta regulacion
a través de desfosforilacion de FOXO1. Los siguientes experimentos fueron planeados

con el fin de demostrar esta hipotesis.

I1.3.1. Analisis del efecto de hCG y AMPc sobre la expresion de p21

Con el fin de determinar el efecto de la activacion del RLH sobre la expresion
de p21 se evalud el efecto de 8Br- AMPc sobre la expresion de dicho gen. Evaluamos
los niveles del ARNm de p21 mediante PCR en tiempo real, utilizando oligonucle6tidos
especificos para p21. Las células de Leydig MA-10 fueron privadas de suero durante
24 horas y luego estimuladas durante distintos tiempo con 8Br-AMPc 0,5 mM. A
continuacion se purifico el ARN total y se evaluaron los niveles de ARNm de p21 y de
GAPDH (control). Los resultados mostraron que el 8Br-AMPc produce un aumento
transitorio en los niveles de dicho mensajero. Los niveles se incrementan
significativamente a partir de las 2 horas, tiempo en el que se registra el maximo
incremento (2,5 veces respecto al control), y retornan a los niveles basales luego de 6

horas de tratamiento (Figura 24).
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Figura 24. Aumento de los niveles de ARNm de p21 po r 8Br-AMPc. Las células fueron privadas
de suero durante 24 h y luego incubadas con 8Br-AMPc 0,5 mM durante los tiempos indicados. EL
ARN total fue purificado y sometido a transcripcion reversa con oligonucleotidos especificos para p21

y para GAPDH. Los datos representan la media + ES de tres experimentos independientes. ***, P <
0,001y **, P< 0,01 vstiempo O, por ANOVA seguido de test de Tukey.

Seguidamente comparamos el efecto de 8Br-AMPc (0,5 mM) y hCG (10 ng/ml)
sobre la induccion de p21. Los resultados obtenidos mostraron que la estimulacion
con la hormona o con 8Br-AMPc (2 h) produce un aumento de similar magnitud sobre
los niveles del ARNm de p21 (Figura 25).
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Figura 25. Efecto de hCG y 8Br-AMPc sobre los nive les de ARNm de p21. Las células fueron
incubadas con hCG (10ng/ml) u 8Br-AMPc (0,5 mM) durante 2 horas. EL ARN total fue purificado y
sometido a transcripcion reversa con oligonucleétidos especificos para p21 y para GAPDH. Los datos
representan la media + ES de tres experimentos independientes. ** ,P < 0,01 vs control, por ANOVA

seguido de test de Tukey.
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Dado que la hormona y el derivado del AMPc producen un aumento de similar
magnitud en los niveles del ARNm, los experimentos siguientes se realizaron

estimulando las células con el derivado del AMPc.

I1.3.2. Analisis del efecto de MKP-3 sobre la expre sién de p21

Después de haber comprobado que la estimulaciéon del RLH conduce a un
aumento de los niveles del ARNm correspondiente a p21, analizamos si este efecto es
modulado por la expresién de MKP-3. Para ello, las células fueron transfectadas con el
plasmido pSUPER.retro-MKP-3 (shARN) o pSUPER.retro vacio (Mock), posteriormente
fueron privadas de suero por 24 horas y estimuladas con 8Br-AMPc durante 2 horas.
El ARN fue purificado y analizado por PCR en tiempo real. Como se muestra en la
figura 26 la disminucion de la expresion de MKP-3 por medio de shARN reduce el
efecto del AMPc sobre los niveles de ARNm de p21. Estos resultados sugieren que la
expresion de MKP-3 estaria involucrada en el mecanismo que regula la expresion de

p21 estimulada por AMPc.

p21/GAPDH
(unidades arbitrarias)

0
8Br-AMPc B

Mock shARN

Figura 26. Aumento de los niveles de ARNm de p21 po r 8Br-AMPc mediante un mecanismo
dependiente de MKP-3 . Las células fueron transfectadas con el pldsmido pSUPER.retro-MKP-3 para
la expresion de shARN contra MKP-3 (shARN) o con el vector vacio (Mock) y posteriormente
incubadas con 8Br-AMPc 0,5 mM durante 2 h. EL ARN total fue purificado y sometido a transcripcién
reversa con oligonucleétidos especificos para p21 y para GAPDH. Los datos representan la media *
ES de tres experimentos independientes. ***, P < 0,001 vs Mock sin tratar; **, P < 0,01 vs Mock
tratadas con 8Br-AMPc, por ANOVA seguido de test de Tukey.
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Los resultados precedentes muestran que MKP-3 promueve la expresion de
p21, sin embargo desconocemos el mecanismo molecular que explica este efecto. Una
posibilidad involucra la desfosforilacién y activacion de FOXO1l por MKP-3. Aunque
muy someramente nosotros hemos analizado esa posibilidad, para lo cual evaluamos
los niveles de FOXOL1 fosforilado (P-FOXO1) en funcién del tiempo de estimulacién con
8Br-AMPc. Dado que FOXOL1 es fosforilado por AKT (Martelli y col., 2012), analizamos
también los niveles de la forma fosforilada y activa de esta quinasa. Un ensayo
preliminar mostré un incremento rapido de los niveles de la forma fosforilada de AKT
(P-AKT) y un incremento transitorio de los niveles de la forma fosforilada de FOXO1
(Figura 27). El incremento inicial en la fosforilacion de FOXO1 puede ser el resultado
de la activacion de AKT mientras que la posterior desfosforilacién podria involucrar la
participacion de MKP-3. De todas maneras es importante destacar que estos
resultados son preliminares y no tienen valor estadistico como para aseverar una
accion de MKP-3 sobre FOXO1/p21.
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Figura 27. Efecto del AMPc sobre los niveles de P-F  OXO y P-AKT. Las células fueron privadas
de suero por 24 h y estimuladas o con 8Br-AMPc 0,5 mM por los tiempos indicados. Las células
fueron lisadas y las proteinas totales fueron analizadas mediante Western blot con un anticuerpo anti-
P-FOXO, anti-PAKT T308, anti-P-AKT S473 o anti B-tubulina. La figura muestra un Western blot

representativo de cada caso. Cada experimento fue realizado dos veces con resultados similares.
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[1l. REGULACION DE MKP-1 EN CELULAS de LEYDIG MA-10: | MPLICANCIA EN
LA EXPRESION GENICA

I1l.1. Determinacién de la estabilidad de la protei na MKP-1

En nuestro laboratorio, se ha demostrado que hCG regula la expresion a nivel
transcripcional de MKP-1. Se demostré que LH/hCG regula estrictamente la expresién
de esta fosfatasa por un efecto a nivel transcripcional como asi también promoviendo
modificaciones post-traduccionales que afectan la vida media de la proteina. Ademas,
la induccién de MKP-1 contribuye a acotar el marco temporal de actividad de ERK1/2,
evento que promueve el cierre de la accién hormonal sobre la induccién de genes
dependientes de ERK1/2 que son importantes para el proceso esteroidogénico.
Finalmente estos eventos disparados por la inducciéon de MKP-1 llevan a frenar la

produccion de esteroides (Brion y col., 2011).

Se demostré que en células MA-10 que sobreexpresan la proteina flag-MKP-1,
hCG y AMPc aumentan los niveles de la proteina conforme aumenta el tiempo de
estimulaciéon, detectando un maximo a las 2 h del tratamiento. Esto indic6 que
hCG/AMPc promueve la estabilizacion de la proteina ya que la transcripcién del gen es
regulada, en este caso, por un promotor constitutivo (Brion y col, 2011). La siguiente
pregunta fue cual era la modificacién post-traduccional provocada por el tratamiento

hormonal que conducia a la estabilizacién de la proteina.

El analisis de la secuencia aminoacidica de MKP-1 revela varios potenciales
sitios consenso de fosforilacién por diferentes quinasas. Sin embargo, la fosforilacion
en células intactas se restringe a un namero limitado de sitios, entre ellos los residuos
S359 y S364 del extremo carboxilo terminal. La fosforilacion en estos sitios por accién
de ERK1/2 impide la degradacion de MKP-1 por el proteosoma (Brondello y col 1999).
Por otro lado, hay trabajos que demuestran que la activacién de ERK1/2 induce la
degradacion de MKP-1 promoviendo la fosforilacién en los residuos S296 y S323 (Choi
y col., 2006). Por lo tanto, nos interesé determinar en qué medida la fosforilacién en
los sitios que confieren estabilidad (S359 y S364) e inestabilidad (S296 yS323)
contribuyen al aumento en los niveles de flag-MKP-1 y de esta manera inferir acerca
de los mecanismos que regulan la induccion post-traduccional de MKP-1 por
hCG/AMPc. Con ese fin obtuvimos, por mutagénesis sitio dirigida a partir del plasmido
pFLAG-MKP-1, las construcciones doblemente mutada en dichos sitios, pFLAG-MKP-1-
S359A-S364A y pFLAG-MKP-1-S296A-S323A. Luego se analizé el efecto de la

estimulacion con 8Br-cAMP sobre los niveles de las quimeras.
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Las células de Leydig de la linea MA-10 fueron transfectadas con las
construcciones para la expresion de la proteina flag-MKP-1 wild type (WT) o sus
formas doblemente mutadas. Al dia siguiente fueron privadas de suero y luego de 24
h fueron incubadas con 8Br-AMPc durante 30 minutos. Luego se agrego al medio de
cultivo cicloheximida (CHX, 2 ug/ ul) durante tiempos variables y, al término de las
incubaciones, se obtuvieron los lisados celulares (Figura 28). Posteriormente, los
niveles de la proteina flag-MKP-1 o de sus variantes fueron evaluados por Western

blot utilizando un anticuerpo anti-flag.

Tiempo de
8Br-AMPc CHX 0 pulse and chase

Figura 28. Esquema del tratamiento de las células p ara el anélisis de la estabilidad de flag-

MKP-1. Células MA-10 fueron transfectadas con los plasmidos correspondientes y luego privadas de
suero por 24 h. Seguidamente se agreg6 al medio de cultivo 8Br-AMPc (0,5 mM) y 30 minutos
después, cicloheximida (CHX, 2 jg/ pul). A diferentes tiempos de tratamiento las células se

procesaron para analizar los niveles de las proteinas recombinantes.

Los resultados mostraron que las formas doblemente mutadas poseen un
tiempo de vida media diferente a la forma WT. La forma mutada en los sitios S359 y
S364 se degrada mas rapidamente que la forma WT (Figura 29). El andlisis de los
niveles de la forma mutada flag-MKP-1-S296A-S323A revel6 que ésta tiene un tiempo

de vida media mayor que la forma WT (Figura 30).

Estos resultados sugieren que la estabilidad de la proteina MKP-1 depende de
la fosforilacidon de la misma en distintos sitios especificos, los cuales pueden contribuir
a la acumulacion o la degradacion de la misma. Dado que la vida media 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 fosforilacion en los cuatro

sitios mencionados.

81



Resultados

Tiempo de pulse and chase (h) 0 0,5 1 2

flag-MKP-1 WT —>|_ — -—--|

flag-MKP-1 S359A-S364A —> rt I

100
s
LE 80
g >
X o
So
o2
o
S g \{
35 wT
S
Zg 40
2 S359A-S364A
20

0 0,5 1 1,5 2 2,5

Tiempo de pulse and chase (h)

Figura 29. Anéalisis del efecto de la fosforil acién en S359 y S364 sobre la estabilidad de
flag-MKP-1. Células MA-10 fueron transfectadas con los plasmidos pFLAG-MKP1 WT 6 pFLAG-MKP-
1-S359A-S364A y luego privadas de suero por 24 h. Seguidamente se agregd al medio de cultivo
8Br-AMPc y 30 minutos después, cicloheximida (CHX, 2 ug/ Ml). A diferentes tiempos de tratamiento
las células se procesaron para analizar los niveles de las proteinas recombinantes por Western blot
con el anticuerpo anti-flag. La intensidad de las bandas se cuantific6 por densitometria. Los niveles
de B-tubulina fueron analizados como control de carga, obteniendo bandas de similar intensidad
Optica en todas las calles (Datos no mostrados). Panel superior: Resultado representativo de tres
experimentos independientes. Panel inferior: Cuantificacion de las bandas por densitometria,
expresando los niveles de las proteinas recombinantes en unidades arbitrarias. Los datos
representan la media + ES. El analisis estadistico se realizé6 por ANOVA de un factor seguido del test
de Tukey. ** ,P< 0,01; *** P< 0,001 vs flag-MKP-1 WT con el mismo tiempo de tratamiento.

Por otro lado, en nuestro laboratorio ha sido demostrado que MKP-1 modula la
expresion de genes relacionados con la esteroidogénesis. Particularmente, la
induccion de MKP-1 se asocia con una reduccion del efecto del AMPc sobre la induccion
de la proteina StAR. En vista de los resultados que muestran que la fosforilacién
promovida por hCG/AMPc via ERK1/2 afecta la acumulacion de MKP-1, postulamos que
esta fosforilacién de MKP-1 se reflejara en la accién de la misma sobre StAR o los
factores que median la induccién de esta proteina, como se verd en la seccién

siguiente.
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Figura 30. Anéalisis del efecto de la fosforil acién en S296 y S323 sobre la estabilidad de
flag-MKP-1. Células MA-10 fueron transfectadas con los plasmidos pFLAG-MKP1 WT 6 pFLAG-MKP-
1-S296A-S323A y luego privadas de suero por 24 h. Seguidamente se agregd al medio de cultivo
8Br-AMPc y 30 minutos después, cicloheximida (CHX, 2 ug/ pl). A diferentes tiempos de tratamiento
las células se procesaron para analizar los niveles de las proteinas recombinantes por Western blot
con el anticuerpo anti-flag. La intensidad de las bandas se cuantificé por densitometria. Los niveles
de B-tubulina fueron analizados como control de carga, obteniendo bandas de similar intensidad
Optica en todas las calles (Datos no mostrados). Panel superior: Resultado representativo de tres
experimentos independientes. Panel inferior: Cuantificacion de las bandas por densitometria,
expresando los niveles de las proteinas recombinantes en unidades arbitrarias. Los datos
representan la media + ES. El analisis estadistico se realizé6 por ANOVA de un factor seguido del test
de Tukey. *, P< 0,05; *** P< 0,001 vs flag-MKP-1 WT con el mismo tiempo de tratamiento.

I1l1.2. Efecto de la estimulacion con 8B r-AMPc sobre la expresion de NUR77

En nuestro laboratorio se ha demostrado que, en células de Leydig de la linea
MA-10, la expresion de MKP-1 reduce los niveles del ARNm de STARD1, la actividad

del promotor del gen STARD1 y, consecuentemente, la sintesis de esteroides (Brion y
col, 2011).

Se sabe que la induccion del gen STARD1 requiere la regulacién dependiente

de LH/AMPc de varios factores de transcripcion como el factor esteroidogénico 1 (SF1)
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y NUR77 (Martin y Tremblay, 2009). Dado que se ha documentado que la induccion
del gen NUR77 precede la induccion del gen STARD1 (Martin y col., 2008) y que, en
otros sistemas, la induccién de NUR77 es dependiente de ERK1/2, nos interesoé
analizar la expresion de NUR77 y su dependencia con ERK1/2 en células de Leydig
estimuladas con AMPc. Las células MA-10 fueron privadas de suero durante 24 horas
y luego estimuladas con 8Br-AMPc (0,5 mM) durante los tiempos indicados. Los
niveles de NUR77 fueron analizados por PCR en tiempo real. La cinética de induccién
de NUR77 mostré un incremento significativo (15 veces respecto al control) a partir
del menor tiempo analizado (0,5 h). El efecto alcanza su valor maximo luego de 1

hora de estimulacién, y luego empieza a decaer (Figura 31).
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Figura 31. Aumento de los niveles de ARNm de NUR77 por 8Br-AMPc Las células fueron
incubadas con 8Br-AMPc durante los tiempos indicados EL ARN total fue purificado y sometido a
transcripcion reversa con oligonucle6tidos especificos para NUR77 y para GAPDH. El gréafico muestra
la relacion de intensidades NUR77/GAPDH en unidades arbitrarias. Los datos representan la media *
ES de dos experimentos independientes. El andlisis estadistico se realiz6 por ANOVA de un factor
seguido del test de Tukey. *, P< 0,05; **, P< 0,01; *** P< 0,001 vs tiempo O de estimulacion.

Luego se investigo la capacidad del AMPc de inducir la expresién de NUR77 en
condiciones en las que se bloquea la activacion 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 estimularon con 8Br-AMPc durante 1 hora, tiempo de

maxima induccién.

84



Resultados

El anédlisis por PCR en tiempo real mostré que el 8Br-AMPc incrementa los
niveles del mensajero correspondiente a NUR77 y que el inhibidor PD98059 disminuye
la magnitud de este efecto (Figura 32). Este hecho sugiere que el mecanismo por el

cual el AMPc dispara la induccion de NUR77 involucra la actividad de ERK1/2.
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Figura 32. Efecto de ERK1/ 2 sobre los niveles del A RNm de NUR77 en células de Leydig
MA-10. Las células MA-10 fueron privadas de suero durante 24 h, luego fueron estimuladas con 8BR-
AMPc 0,5 mM durante 1 h, en presencia o ausencia PD98059 (50 pM). Los niveles de ARNm
correspondientes a NUR77 y GAPDH (control) se analizaron por PCR en tiempo real. El gréfico
muestra la relacion de intensidades NUR77/GAPDH en unidades arbitrarias. Los datos representan la
media + ES de tres experimentos independientes. ###, P < 0,001 vs Control en ausencia de
PD98059; **, P < 0,01 vs células estimuladas con 8Br-AMPc en ausencia de PD98059, por ANOVA
seguido de test de Tukey.

Estos resultados sugieren que la inhibicion que produce la expresién de MKP-1
sobre la inducciéon del gen STARD1 (Brion y col, 2011) se deberia, al menos en parte,
a la capacidad de la fosfatasa de reducir la actividad de ERK1/2 y consecuentemente,
la induccion de NUR77.

El hecho de que el mensajero de NUR77 se incremente por accién del AMPc en
forma dependiente de la actividad de ERK es compatible con resultados previos de
nuestro laboratorio (Laura Brion, Tesis Doctoral 2010). En ese trabajo se demostré
gue el 8Br-AMPc incrementa la actividad del promotor NUR77 y que la sobreexpresion
de MKP-1 reduce este efecto, mientras que el bloqueo de la expresién de MKP-1 tiene

un efecto contrario. Por lo tanto, se infiere que la induccién de este factor de
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transcripcion se modificara por aquellos factores que modifiquen la induccion de MKP-

1, como por ejemplo la fosforilacion y consecuente estabilizacion.

En parrafos anteriores mostramos que las formas mutadas de MKP-1 en sitios
de fosforilacion por ERK especificos altera la estabilidad de la proteina. En particular,
las quimeras flag-MKP-1 S359A-S364A y flag-MKP-1 S296A-S323A mostraron tener
menor y mayor estabilidad respectivamente comparadas con flag-MKP-1 WT. Por lo
tanto, pensamos que cada una de estas mutantes podria modificar la actividad del

promotor de NUR77 de diferente manera.

A continuacion evaluamos el efecto de la sobreexpresién de dichas quimeras
sobre la actividad del promotor de NUR77. Las células MA-10 fueron co-transfectadas
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 vacio (Mock). Al dia siguiente fueron privadas
de suero por 24 horas y estimuladas luego con 8Br-AMPc (0,5 mM) durante 4 horas.

Finalmente, fueron procesadas para la determinacién de la actividad de luciferasa.

Los resultados mostraron que tanto la MKP-1 WT como la mutante en S296 y
S323 disminuyen el efecto del AMPc sobre la actividad 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 mutada S296A-S323A posee
mayor tiempo de vida media que la forma WT; mientras que la mutante S359A-S364A

es degradada mas rapidamente que la WT. (Figura 33)
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Figura 33. Efecto de la sobreexpresién de MK P-3 sobre la actividad del promotor de NUR77

Células MA-10 fueron transfectadas con los plasmidos pFLAG-MKP1 WT, pFLAG-MKP-1-S296A-S323A,
pFLAG-MKP-1-S359A-S364A o con el vector vacio (Mock) junto con el plasmido pGL3-NUR77. Luego
las células fueron privadas de suero por 24 h y estimuladas con 8Br-AMPc 0,5 mM durante 4 h. Se
obtuvieron los lisados celulares y se midi6 la actividad de luciferasa. Cada valor fue normalizado
respecto de la actividad de luciferasa de Renilla. Los datos expresan la media + ES de tres

experimentos independientes. **, P< 0,01; * ,P < 0,05 vs Células Mock estimuladas con 8Br-AMPc.

En sintesis, los resultados presentados demuestran que, como se observa en
otros sistemas, la expresion del factor de transcripcion NUR77 es dependiente de la
actividad de ERK y por lo tanto, es susceptible a la modulacion por MKP-1. Incluso los
factores que pueden promover la induccion o degradacion de MKP-1 impactan en la

expresion de NUR77.
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|. EXPRESION Y FUNCION DE MKP-3 EN CELULAS DE LEYDI G

En este trabajo se han analizado aspectos regulatorios y funcionales de la
MAPK fosfatasa MKP-3 en células de Leydig bajo el estimulo de GC (hCG), hormona
gue activa al receptor de LH (RLH). EI presente estudio pone en evidencia, por
primera vez, que la activaciéon del RLH regula la expresiéon de MKP-3, una enzima
citoplasmatica que se induce exclusivamente por estimulos proliferativos. En
concordancia con estos hallazgos, se demostré que la activacion del RLH conduce a
la induccidon de p21, un inhibidor de la proliferacion, y que la expresion de MKP-3

participa en este proceso.

Es conocido que la proliferacion y la diferenciacion de las células de Leydig
fetales son independientes de LH (Christensen y Peacock KC, 1980; Teerds y col.,
1988). Sin embargo, la proliferacién y la diferenciacion 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 infertilidad (Zhang y col.,, 2001, Lei y col.,, 2001;
O” Shaughnessy y col., 1998). Esta capacidad de LH para estimular la proliferacion y
la diferenciacién de células de Leydig y para inducir hiperplasia de este tipo celular
en roedores se conoce desde hace muchos afios (Christensen y Peacock KC, 1980;
Teerds y col., 1988). Todos estos datos permitieron postular que la activacion del
RLH activa cascadas de sefalizacién que promueven la proliferacién de las células de

Leydig.

Aunque el AMPc es el mediador mas importante de las acciones de LH (Ascoli
y col., 2002), las vias de transduccién de sefiales que median la accién de esta
hormona sobre la proliferacién y diferenciacién de la poblacién postnatal de células
de Leydig se comenzaron a dilucidar mas recientemente. Actualmente esta bien
documentado que una de las consecuencias de la activaciéon del RLH en células de
Leydig es la activaciéon del eje MEK1/2-ERK1/2 (Shiraishi y Ascoli, 2007). Se conoce
ademas que ERK1/2 participa tanto en la regulacién de la sintesis de esteroides
(Gyles y col., 2001), como en la proliferacién y/o la supervivencia de las células de
Leydig (Shiraishi y Ascoli, 2007). Mucho mas recientemente se ha demostrado que
la activacién del RLH promueve la expresién de miembros de la familia de las MKPs.
En particular, nuestro grupo de trabajo ha demostrado que, en células de Leydig MA-
10, la estimulacion del RLH provoca la induccidon de las isoformas nucleares MKP-1 y

MKP-2 (Brion y col., 2011, Gémez y col., 2013), enzimas que se inducen por
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diferentes tipos de estimulos y que desfosforilan a los miembros de los tres
subgrupos de MAPKs. El presente trabajo demuestra, por primera vez, que la

activacion del RLH regula también la expresion de la isoforma MKP-3.

MKP-3, producto del gen DUSP6, es una enzima citopladsmica inducida por
diferentes estimulos proliferativos pero no por otro tipo de estimulos como el estrés
ambiental. Ademas MKP-3 esta descripta como una fosfatasa altamente especifica
para la atenuacion de la sefalizacién de la quinasa ERK1/2 (Zhao y Zhang, 2001).
En concordancia con estos conceptos, ratones con expresion deficiente de MKP-3
presentan una mayor fosforilaciéon basal de ERK1/2 (Maillet y col., 2008). El ARNm
de MKP-3 exhibe wuna expresién tisular diferencial y diferentes estimulos
proliferativos incrementan los niveles de este mensajero (Muda y col., 1996; Camps
y col., 2000). En este trabajo demostramos 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 transitorio del mismo. El 8Br-AMPc, un derivado permeable del segundo
mensajero de la accién hormonal, produce un efecto cuantitativamente similar y con
el mismo curso temporal que la hormona. Aqui demostramos que la hormona y el
AMPc producen un aumento significativo del mensajero luego de tiempos cortos de
estimulacion (2 horas). Numerosos trabajos muestran que la cinética de induccién
de MKP-3 varia ampliamente en los diferentes sistemas. Asi por ejemplo en células
PC12 (derivadas de un feocromocitoma de médula adrenal de rata), la estimulacién
con NGF incrementa el mensajero de MKP-3 a partir de la hora de estimulacién
(efecto méaximo a las 3 horas) (Camps y col, 1998). Similar resultado se observé en
células de la linea rH-rasMCF10A, células de epitelio mamario humano que
sobreexpresan RAS, bajo estimulacion con el éster de forbol TPA o con EGF (Zeliadt
y col., 2008). En ciertos casos la induccién de MKP-3 se detecta s6lo después de un
tiempo prolongado de exposicion al estimulo (>12 horas), en particular en células de
la granulosa indiferenciadas la estimulacion con TGFa provoca la induccién de MKP-5
a las 3 horas y luego de 20 horas, provoca la induccién de MKP-3 (Woods y Johnson,
2006). Por otro lado, en ciertos tipos celulares MKP-3 se expresa constitutivamente,
como por ejemplo en fibroblastos (Dowd y col., 1998). Tales discrepancias pueden
deberse a diferencias en la expresién de la maquinaria transcripcional y la

operatividad de las redes de sefializacién en los distintos tipos celulares.

Hemos demostrado que el aumento del ARNm de MKP-3 por hCG/AMPc es

disminuido por la presencia del inhibidor de la transcripcién actinomicina D. Por ello
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inferimos que la acumulacién del mensajero promovida por el estimulo hormonal es
consecuencia de la activacion génica. En otros sistemas el aumento del mensajero
resulta, al menos en parte, consecuencia de su estabilizacion. Por ejemplo, se ha
demostrado que en condiciones de hipoxia el ARNm de MKP-3 se acumula como
consecuencia de un mecanismo de regulacién post-transcripcional dependiente de
ERK1/2. (Bermudez y col., 2011). Por otro lado, también se ha demostrado la
desestabilizacion del mensajero, en particular el 6xido nitrico provoca este efecto
(Roéssig y col., 2000). En nuestro sistema, hCG y 8Br-AMPc regulan los niveles del
mensajero de MKP-3 sin cambios en la vida media del mismo y por una accién a
nivel transcripcional con la participacion de la via MEK/ERK. Al respecto se ha
descrito la presencia en la regiéon promotora de MKP-3 de un sitio conservado de
unién a los reguladores de la transcripcion de la familia de los Ets (E twenty-six),
factores que son blanco de accion de ERK1/2 (Ekerot y col., 2008). En particular la
regulacion de la expresion de MKP-3 por FGF involucra la union de Et2 a la region

promotora del gen (Ekerot y col., 2008).

En células de Leydig MA-10, la inhibicibn de MEK con PD98059 reduce el
efecto del AMPc sobre los niveles del ARNm de MKP-3. Sin embargo, la reduccién
solo alcanza al 50%, lo que significa que eventos dependientes de PKA -—e
independientes de ERK1/2— también tendrian una contribuciéon en la induccién de la

expresion del gen.

Utilizando un anticuerpo dirigido contra la forma humana de MKP-3,
altamente homodloga a la forma murina, analizamos la proteina MKP-3 por Western
blot y por inmunocitoquimica. El andlisis por inmunocitoquimica mostré6 una sefial
débil en células controles que se intensifico significativamente luego de las 2 horas
de estimulacion con 8Br-AMPc y continu6 elevada hasta las 6 horas. La sefal fue
detectada tanto en el citoplasma como en el nicleo, aun cuando MKP-3 se considera
una proteina citosolica. Por otro lado, mediante Western blot, se detectdé un
aumento de la proteina enddgena respecto de los niveles controles, aunque los
ensayos requirieron mayores cantidades de proteinas totales que las utilizadas

habitualmente.

La exportacién nuclear de ciertas proteinas estd mediada por los receptores
de transporte o exportinas. La exportina-1 (o CRM1) interactla directamente con un
motivo rico en leucina en diferentes proteinas o motivo NES. Se ha descrito que este

sistema de exclusion nuclear funciona en la localizacién citoplasmatica de MKP-3.
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Més aun, este motivo NES es conservado entre las tres isoformas de MKPs citosélicas
(MKP-3, MKP-4 y MKP-x). La exclusion nuclear mediada por NES de MKP-3 opera en
combinacién con un proceso activo de importacién al nacleo, aunque bajo el estado
estacionario predomina la exclusién nuclear lo que resulta en una localizacién

preponderantemente citosélica de la proteina (Karlsson y col., 2004).

Mediante ensayos in vitro se determiné que la secuencia NES de MKP-3
(comprendida entre los aminoacidos 161-175) facilita la unién entre esta proteina y
ERK2 (Zhou y col., 2001). Si bien la secuencia que permite la interaccion especifica
de ERK1/2 reside en el dominio MKB principalmente, Zhou y colaboradores han
demostrado que NES es un punto adicional de interaccion de la enzima con su
sustrato. Esta doble funcién de la secuencia NES (exportacion nuclear y unién a
ERK1/2), permite anclar a ERK1/2 en el citoplasma en condiciones basales. Por otra
parte, se ha descrito que, si bien MKP-3 se une preferentemente a su sustrato
fosforilado, la enzima es capaz de unir también al sustrato desfosforilado aunque con
menor afinidad (Kd ERK2/MKP-3=190 nM; Kd P-ERK2/MKP-3=30 nM), lo cual
contribuye a la relocalizacién citoplasmatica de ERK1/2 (Caunt y Keyse, 2013).
Finalmente, dado que la exportacion nuclear depende de los receptores de
transporte, la abundancia relativa de MKP-3 y de estos receptores puede explicar
una mayor o menor localizacién en el nlcleo de una proteina citoplasméatica como
MKP-3 (Poon y Jans, 2005).

Una de las primeras caracteristicas descritas de MKP-1 fue la fosforilacién por
ERK en sitios conservados, modificaciéon que impide la degradacion de la proteina y
qgue, por la tanto, incrementa la vida media de la misma (Boutros, 2008). La
fosforilaciéon de MKP-3 por ERK1/2 también ha sido descrita, sin embargo los trabajos
publicados al respecto muestran que la estabilidad de MKP-3 se reduce cuando dicha
proteina es fosforilada por ERK1/2. Marchetti y colaboradores demostraron que en
fibroblastos expuestos a suero, MKP-3 se encuentra fosforilada en dos residuos de
serina (S159 y S197) y que esta modificacién reduce la estabilidad de MKP-3 debido
a una mayor degradacion de la proteina por el proteosoma (Marchetti y col., 2005).
Los resultados de experimentos obtenidos en lineas celulares que sobreexpresan RAS
permitieron llegar a similar conclusibn ya que demostraron que la estimulacién de
ERK1/2 provoca la pérdida de MKP-3 dentro de los 30 minutos por una disminucién
de la estabilidad de la proteina (Zeliadt y col., 2008). En hepatocitos también se ha

observado la fosforilacion y degradacion de MKP-3, en este caso por tratamiento con
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insulina (Feng y col., 2012). Este efecto es la consecuencia de la fosforilacion de la

proteina en los residuos de S159 y S197 (Feng y col., 2012).

Si comparamos los diagramas que muestran las estructuras de MKP-1 y MKP-
3 (Figura 4), observamos que la fosforilacion mediada por ERK1/2 en ambas enzimas
ocurre en diferentes dominios. En MKP-1 las fosforilaciones por ERK1/2 ocurren en
el dominio carboxilo terminal, en sitios que impiden la ubiquitinacién y degradacion
(S354 y S359) y en sitios donde reclutan a la ubiquitina ligasa SCK®P? que favorece
la degradacién por el proteosoma (S296 y S323). Por el contrario, en MKP-3 los
sitios de fosforilaciéon por ERK1/2 estan localizados en el interdominio que contiene la
secuencia NES. Esto nos lleva a preguntarnos acerca del mecanismo que determina
la degradacion de MKP-3 luego de la fosforilacion en dicho interdominio. En la
mayoria de las MKPs, la unidon del sustrato al sitio MKB provoca un cambio
conformacional que favorece un acercamiento entre el sustrato y el sitio catalitico, lo
cual lleva a un aumento de la actividad enzimatica. Es posible que ese cambio
conformacional favorezca el reconocimiento de la forma fosforilada de MKP-3 por los

componentes del sistema de degradacién del proteosoma (Caunt y Keyse, 2013).

Los antecedentes mencionados con respecto a la regulacién post-traduccional
de MKP-3 nos llevaron a analizar si este mecanismo podria observarse también en
nuestro modelo experimental. Los resultados obtenidos sugieren que la estimulacién
de las células MA-10 con hCG u 8Br-AMPc conduce a la estabilizacién de MKP-3,
contrariamente a lo esperado segun la bibliografia. Cabe mencionar que el andlisis
de la secuencia de la proteina MKP-3 muestra la presencia de varios sitios consenso
para la fosforilacién por diferentes quinasas. Se ha postulado que en fibroblastos, la
induccion con suero, que lleva a la fosforilacion de MKP-3 por ERK1/2 y a su
degradacion por el proteosoma, no excluye la potencial participacion de otras
cascadas de sefializacion (Marchetti y col., 2005). Esto se explica por el hecho de
gue la inhibicion de MEK solo confiere proteccién parcial a la degradaciéon de MKP-3
(Marchetti y col., 2005). Ante este panorama es posible plantear que, en células
MA-10, la estabilizacién de MKP-3 promovida por hCG/AMPc involucra la fosforilacion
por otras quinasas diferentes a ERK1/2 o incluso, a otro tipo de modificaciones
covalentes. Esta posibilidad estd sustentada, ademas, por el hecho de que en
nuestros experimentos no logramos reducir la estabilidad de MKP-3 inducida por
hCG/AMPc mediante la preincubacion de las células con el inhibidor de ERK1/2

PD98059 (datos no mostrados). En este contexto debe mencionarse que la treonina
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92 presente en la secuencia de MKP-3 humana corresponde a un sitio de fosforilaciéon
por PKA de alto “score” (NetPhoskK 1.0). Por lo tanto, podria postularse que la
estabilidad de MKP-3 inducida por hCG/AMPc involucra la fosforilacion mediada por

PKA en ese sitio

En este trabajo concluimos que la activacion del RLH promueve la induccion
de MKP-3 por mecanismos transcripcionales y post-traduccionales. Este hallazgo nos
planteé un nuevo desafio: determinar el papel funcional de esta enzima en el
contexto de la célula de Leydig. En este trabajo hemos recurrido a la sobreexpresion
de MKP-3 y al bloqueo de la expresidon de la proteina endégena para analizar, en
primer lugar, el impacto de MKP-3 sobre el grado de fosforilacion de ERK1/2. Al
analizar el efecto de la sobreexpresién de MKP-3 hemos observado una disminucion
en la fosforilacion de ERK1/2, (efecto méas notable a los 20 y 60 minutos de
estimulacion). Por otro lado, el bloqueo de le expresién de la proteina enddgena
produce un incremento de las formas fosforiladas de ERK1/2 evidente a los 20
minutos y que perdura aun hasta los 120 minutos. Estos resultados confirman que

la induccion de MKP-3 impacta en la fosforilacion de ERK1/2

Trabajos previos de nuestro grupo demostraron que, en células MA-10, hCG y
AMPc promueven la induccidon y acumulacion de MKP-1 y MKP-2 en el nacleo luego
de 30 minutos (Brion y col.,, 2011) y 60 minutos de estimulaciéon (Gémez y col,
2013) respectivamente. Esta accion coordinada en el tiempo contribuye a la
completa desfosforilacion de ERK1/2 en el nucleo luego de 180 minutos de
estimulacion. Asi, la induccion de MKP-1 se refleja en una brusca caida de los
niveles de P-ERK1/2 entre los 10 y 20 minutos de estimulacion (Brion y col., 2011)
mientras que la accion de MKP-2 se refleja en la caida final de los niveles de P-
ERK1/2, entre los 120 y 180 min de estimulacién (Gémez y col., 2013). Teniendo en
cuenta que la induccién de StAR es un evento dependiente de ERK1/2 (evento de
ocurrencia temprana en el marco temporal de estimulacion hormonal de las células
de Leydig), se analizé la dependencia entre MKP-1 y la expresién de StAR y se
comprobd que la induccién de MKP-1 reduce la accién hormonal sobre la expresién
de StAR (Brion y col., 2011). Ascoli y colaboradores demostraron que la cantidad de
progesterona (P4) acumulada en el medio de cultivo de las células MA-10 por accion
de LH/hCG es maxima a las 6 horas, aunque la velocidad de acumulacién comienza a
disminuir a partir de las 3 y 4 horas de estimulacion (Ascoli y col., 1987).

Entendemos que la induccion de MKP-1 es un evento determinante de ese cambio en
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la velocidad de produccién de P4 por su accién en la desfosforilacion temprana de
ERK1/2 y consecuente disminucién en la sintesis de StAR. La induccién de MKP-2
repercute en la fosforilacibn de ERK1/2, pero su acciéon se manifiesta mas
tardiamente. Por lo tanto, se plante6 como poco probable que la accién de MKP-2
sobre ERK1/2 tuviera efecto sobre la expresién de genes dependientes de ERK1/2 y
de cinética de expresion rapida. Se demostré que MKP-2 interfiere con la induccién
del gen CYP11A1l, que codifica para una enzima esteroidogénica que forma parte de

los genes de induccién de la fase cronica de estimulacion (Gémez y col., 2013).

En el marco de los antecedentes planteados, la basqueda de un blanco para la
induccion de MKP-3 fue un desafio. Postulamos que el papel principal de MKP-3 en
nuestro sistema implicaria la regulacion de una funcion de LH diferente a la
regulacion aguda de la sintesis de esteroides. Pensamos que la induccion de esta
enzima podria atenuar la acciéon de un estimulo mitogénico, en base a dos
propiedades de MKP-3: su especificidad por ERK1/2 y su induccién por estimulos

proliferativos.

Un numero acotado de trabajos demuestran la accion de MKPs sobre
sustratos que no son miembros de la familia de las MAPKs. Por ejemplo, MKP-1 es
capaz de desfosforilar a STAT1 (Signal Transducer and activators of transcription)
(Venema y col., 1998) y a la Histona H3 (Kinney y col., 2009). Por otro lado, como
ya hemos mencionado, se demostré que la expresion de MKP-3 se asocia con la
desfosforilacion de FOXO1, su translocacién al nlcleo y su asociacidn con los
promotores de genes que codifican para enzimas de la gluconeogénesis (Wu y col.,
2010). Teniendo en cuenta estos trabajos pensamos que la accién de MKP-3 en
células de Leydig estimuladas con hCG/AMPc podria involucrar la desfosforilacion de
FOXO1l. En caso de ser asi, podria observarse la activaciéon transcripcional de genes
dependientes de FOXO1.

La expresion de p21 es un evento transcripcional dependiente de la activacion
FOXO1 (Roy y col., 2010.). Por otro lado, la translocacion de FOXO1 al nucleo
requiere la desfosforilacién en sitios regulatorios (Jiao y col., 2012; Wu y col., 2010).
Si bien esta desfosforilaciéon vy la induccién de p21 podian ser consecuencia de la
induccion de MKP-3, desconociamos si LH/hCG podia modular la expresiéon de p21.
Aqui demostramos, por primera vez, que hCG y AMPc regulan los niveles del ARNm
correspondiente a p21. ElI AMPc provoca un incremento significativo luego de 2

horas de estimulacion y, a partir de ese tiempo, los niveles del ARNm comienzan a
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descender. Comprobamos que el bloqueo de la expresiéon de MKP-3 reduce el efecto
del AMPc sobre los niveles del ARNm de p21, lo que sugiere que la fosfatasa
contribuye a la expresion de p2l1. Este resultado seria compatible con un modelo
donde la estimulacion hormonal induce la proliferacion de las células de Leydig
durante un corto periodo, ya que a las 2 horas de estimulacién los niveles de p21 se

han elevado como para frenar este efecto

En sintesis, nuestros resultados muestran que la activacion RLH aumenta los
niveles del ARm de p21 y que este efecto es el regulado por la MKP-3. Aunque el
mecanismo implicado en la regulacion de la expresion de p21 por MKP-3 sigue aln
sin dilucidar, es posible plantear un modelo hipotético en el cual LH/hCG
desencadena la activacion de ERK1/2 y la proliferacién de las células de Leydig y, en
una etapa posterior, induce la expresion de MKP-3. A su vez, la fosfatasa
promoveria la desfosforilacion de ERK1/2 y la induccidon de p21, actuando asi como

un regulador negativo de la proliferacién celular.

La figura 34 muestra un esquema que resume la regulacion de MKP-3 por
LH/hCG y su papel funcional en las células de Leydig. Sin embargo, es necesario
confirmar la modulacién de la fosforilacion de FOXO1 por estimulacion del RLH y el
efecto de MKP-3 en la desfosforilacion de este factor, lo cual contribuiria a afianzar el
modelo propuesto. Los resultados preliminares muestran que efectivamente los
niveles de la forma fosforilada de FOXO1 se modifican con el estimulo de 8Br-AMPc.
Sin embargo, aln queda por demostrar la interaccion de FOXO1l con MKP-3 y la
correlacidon temporal entre la induccion de MKP-3 por hCG/AMPc, desfosforilacion de

FOXO1, la expresion de p21 y la proliferacion celular.
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FIGURA 34. Modelo propuesto para la regulacion de MKP-3 por LH/ hCG y su papel

funcional en las células de Leydig MA-10. LH se une a su receptor, activando a PKA, lo cual
provoca la rapida fosforilacion de ERK1/2. La forma activada de ERK (P-ERK) transloca al nucleo
donde, junto con PKA promueve la expresion de MKP-1. MKP-1 permanece en el nucleo donde
desfosforila a P-ERK. PKA y P-ERK promueven la expresiéon de MKP-3, la cual se acumula en el
citoplasma donde desfosforila a ERK y a P-FOXO1. FOXOL1 transloca al ntcleo y regula la expresion
de p21. Los efectos directos se muestran con lineas sélidas, mientras que los indirectos se

representan mediante lineas punteadas.

Il. CONTROL DE LA EXPRESION DE MKP-1 POR MULTIPLES
FOSFORILACIONES: IMPACTO SO BRE LA EXPRESION DE NUR77

En este trabajo estudiamos, ademas, aspectos regulatorios de otra MKP, la
MKP-1. Analizamos, en células de Leydig, si MKP-1 es fosforilada en los sitios S296
y S323 en respuesta a la estimulacién con AMPc y la relevancia de esta modificacion
sobre la estabilidad de la proteina. Comprobamos que la mutante flag-MKP-1-S296A
S323A tiene una vida media mayor que la forma WT, lo que sugiere que la

fosforilacién en estos sitios promueve la degradacion de MKP-1, como demuestra el

96



Conclusiones y Discusién

trabajo de Lin y colaboradores basado mayormente en estudios in vitro (Lin y Yang,
2006). Por otra parte comprobamos que la vida media de la quimera flag-MKP-1-
S359A S364A tiene una vida media mayor que la forma WT, lo que indica que la
fosforilacién en S359 y S364 confiere estabilidad a la proteina, como se demostré
previamente (Brondello y col., 1999). Por lo tanto, se deduce que en células de
Leydig, los cuatro sitios de fosforilacién por ERK1/2 son determinantes de la
estabilidad de MKP-1 y que la estimulacion hormonal promueve un incremento en la
vida media de la proteina (que resulta de la fosforilacién en esos cuatro sitios). Este
hallazgo resulta novedoso ya que, si bien en numerosos tipos celulares y bajo
diferentes estimulos se ha comprobado el rol de la fosforilacion en los sitios S359 y
S364 sobre la estabilidad de la proteina (Boutros y col., 2008), la fosforilacion en los
sitios de inestabilidad bajo el estimulo de un determinado ligando y via ERK1/2 esta

mucho menos difundida.

Los cuatro sitios consenso de fosforilacién por ERK mencionados estan
presentes también en otra MKP nuclear, la MKP-2. Ademas, tanto MKP-1 como MKP-
2 presentan otros sitios de fosforilacién, por ejemplo sitios de fosforilacién para PKA
y PKC, aunque la ocurrencia in vivo de tales modificaciones no esta documentada.
No obstante, Sewer y Waterman demostraron que MKP-1 puede ser fosforilada in
vitro por la subunidad catalitica de PKA y que la estimulacién de las células
adrenocorticales humanas de la linea H295R con AMPc promueve la fosforilacion de
la MKP-1 endo6gena (Sewer y Waterman, 2003). Este estudio no se focalizé en el
analisis de los sitios involucrados en la fosforilacion in vivo, por lo tanto, no puede
afirmarse que la fosforilacion ocurra por accién directa de PKA sobre MKP-1, aunque
ésta haya sido desencadenada por la estimulacion con AMPc. Por otra parte, en
células de Leydig MA-10 la estabilizacion de MKP-2 por hCG y 8Br-AMPc ocurre por
un mecanismo independiente de ERK1/2 (GAmez y col., 2013), lo cual sugiere que la
estabilizacion ocurre por una fosforilacion directa por accién de PKA. En linea con
esta hipotesis, el analisis de la secuencia de MKP-2 (NetPhosK 1.0) demostré que de
los posibles sitios de fosforilacion, el de mayor probabilidad corresponde a la

fosforilacién por PKA en S319.

Por otro lado, el analisis de la secuencia aminoacidica de MKP-1 y MKP-2
revela sitios conservados para diversas modificaciones post-traduccionales. Ademas
de los sitios de fosforilacion por distintas quinasas, presentan sitios consenso para

otro tipo de modificaciones post-traduccionales, como por ejemplo acetilaciéon y
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SUMO ilacion. De estas dos modificaciones, so6lo la acetilacion ha sido observada en
un sistema in vivo. En particular, se demostré6 que en macrofagos expuestos a
lipopolisacaridos se produce la acetilacion de MKP-1. Esta modificacion ocurre en el
sitio L57 y parece modular la interaccion de MKP-1 con p38 (Cao y col., 2008). EIl
aminoéacido L57 corresponde al sitio L82 en MKP-2, por lo tanto la existencia de sitios
conservados de acetilacién en las MKPs podria indicar que esta modificacion tuviera

cierta repercusion sobre la accién biolégica de las mismas.

Una pregunta que nos hemos planteado se refiere al posible efecto de la
fosforilacién por diferentes quinasas, de la acetilacién y/o de la SUMOilacién sobre
las propiedades de MKP-1/MKP-2 y consecuentemente, sobre el efecto biolégico de
las mismas. Resulta interesante que ciertas modificaciones post-traduccionales
regulan la localizacién subcelular de proteinas. Por ejemplo, la acetilacion de Skp2
(S-phase kinase-associated protein 2) en el dominio NLS provoca la retencion de la
misma en el citoplasma (lnuzuka y col., 2012). Esta localizacién subcelular
especifica de Skp2 facilita la ubiquitinacién de la proteina E-caderina lo cual aumenta
la migracién celular (Inuzuka y col.,, 2012). Estos antecedentes sugieren que la
acetilacion puede ser importante para la localizacién subcelular. Incluso se ha
descripto que la SUMOilacién puede regular la localizacion de una proteina en un

compartimento deteminado (Truong y col., 2012).

Aunque el analisis in silico indica que las MKPs son susceptibles a diversas
modificaciones covalentes, sélo se ha documentado un cambio en la vida media por
fosforilacién, aunque podemos decir que, segun nuestros resultados preliminares, la
acetilacion de MKP-1 podria estabilizar a la proteina, sin descartar una accién sobre
la localizacion subcelular. Hemos determinado que cuando las células MA-10 se
incuban con Tricostatina A (un inhibidor de histona deacetilasa), se produce la

acumulacién de la quimera flag-MKP-1 (Mori Sequeiros Garcia y col., 2011).

Todo lo expuesto sobre la regulacion post-traduccional de MKP-1 y MKP-2
podria impactar sobre su accidon biolégica en células de Leydig. Por este motivo,
hemos analizado si un cambio en la estabilidad de MKP-1 interfiere con el efecto
hormonal sobre la esteroidogénesis. En particular el objetivo de este trabajo se
centrd en la expresion de un factor de transcripcion requerido para la inducciéon del

gen STARD1, NUR77.
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El gen NUR77 (NR4A1l), que codifica para el receptor nuclear huérfano NUR77,
es un gen de respuesta temprana cuya expresiéon es inducida rapidamente por una
variedad de estimulos fisiolégicos. NUR77 se expresa en varios 6rganos, incluyendo
las génadas y las glandulas suprarrenales (Maxwell y Muscat, 2005). NUR77 tiene
un rol clave en la expresién de varios genes involucrados en la inflamacidon, la
esteroidogénesis, diferenciacién sexual masculina y en la funcién del eje hipotalamo-
hipofisis-adrenal e hipotdlamo-hipéfisis-gonadal. Entre estos genes, y teniendo en
cuenta el modelo experimental de este trabajo, podemos citar los genes CYP17 al
(Zzhang y Mellon, 1997), STARD1 (Martin y Tremblay, 2008; Martin y col., 2008),
CYP21al (Wilson y col., 1993); HSD3B2 (Bassett y col., 2004).

Se ha investigado acerca del mecanismo de regulacion de la expresion de
NUR77 y su participacion en la induccién de StAR en células de Leydig MA-10 (Martin
y col., 2008 y 2009). De estos trabajos se concluye que la induccion de NUR77 por
AMPc precede la induccion de StAR e involucra la actividad de la quinasa CAMKI pero
no requiere la actividad de ERK1/2. Este resultado contradice lo observado en otros
sistemas, por ejemplo en gonadotrofos, GnRH estimula la expresiéon de NUR77 por
un mecanismo dependiente de PKC y ERK1/2 (Bliss y col., 2012). Esta dependencia
con la actividad de ERK se observé en otros sistemas, tales como en el cerebro bajo
estimulacion con dopamina (Bourhis y col, 2008), en fibroblastos estimulados con
EGF, PMA y TNF (Darragah y col., 2005) y en corticotrofos AtT20 estimulados con
AMPc (Kovalovsky y col., 2002).

Nuestro grupo ha demostrado que la sobreexpresién de flag-MKP-1 reduce la
actividad del promotor de NUR77 inducida por 8Br-AMPc (Brion, 2010). Esto nos
llevo a estudiar mas profundamente el rol de ERK1/2 en la induccién de NUR77.
Determinamos que, en células MA-10, el bloqueo de la activacion de ERK1/2 reduce
el efecto del 8Br-AMPc sobre los niveles del ARNm de NUR77. Estos hallazgos
muestran un nuevo blanco en la accién de MKP-1: el control de la expresion de un

factor de transcripcidon necesario para la induccién de StAR.

Con los resultados precedentes, decidimos analizar si los cambios en la
estabilidad de MKP-1, inducidos por la fosforilacion dependiente de ERK1/2, afectan
el nivel de expresion de NUR77. Como habiamos propuesto, los cambios en la
estabilidad de MKP-1 repercuten en el nivel de expresion de NUR77. Mientras que la
MKP-1 WT y la forma mutada en S296 y S323 reducen el efecto estimulatorio de
AMPc sobre la expresion de NUR77, la mutante flag-MKP-1-S359A S364A -que posee
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tiempo de vida media mas corto que la WT- no produce este efecto; comportandose
igual que el plasmido vacio (control). Por lo tanto, concluimos que en nuestro

sistema, la expresion de NUR77 esta bajo el control de la actividad de ERK.

En sintesis, en este trabajo demostramos que, en células de Leydig MA-10, el
grado de fosforilacion de ERK1/2 esta estrictamente controlado por LH/hCG mediante
la regulacién de MKPs de localizacion nuclear y citoplasmatica. A nivel nuclear,
demostramos que la hormona promueve la fosforilacion de MKP-1 por ERK1/2 en
varios sitios, lo cual determina la estabilidad de la misma y por ende, la capacidad de
ejercer su accion regulatoria sobre la estimulacion de la esteroidogénesis. Aqui
concluimos que en células MA-10, ERK1/2 participa en la activacion del gen NUR77
por activacién del RLH, y en linea con este hallazgo, que el grado de induccién de
MKP-1 se refleja en una accion moduladora sobre dicho factor de transcripcion.
Demostramos también que la accion hormonal promueve la induccion de MKP-3 por
mecanismos transcripcionales y post-traduccionales y que este evento contribuye al
control de la proliferacién de la célula de Leydig. Probamos que LH/hCG y AMPc
incrementan la expresion del inhibidor de la proliferacibn p21 mediante un
mecanismo que involucra la participacién de MKP-3. Nuestros trabajos futuros estan
orientados a demostrar la interaccion de MKP-3 con FOXO1l y la participacién de
MKP-3 en la induccién de p21 en otros sistemas asi como su impacto en la

proliferacién celular.
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