
Di r ecci ó n:      Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. 
Intendente Güiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293

Co nta cto :     digital@bl.fcen.uba.ar

Tesis de Posgrado

Caracterización molecular de una
fosfoproteína novel intermediaria

en el mecanismo de acción de
hormonas proteicas

Finkielstein, Carla V.

1998

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Ciencias
Biológicas de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la colección de tesis doctorales y de maestría de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilización debe ser
acompañada por la cita bibliográfica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:
Finkielstein, Carla V.. (1998). Caracterización molecular de una fosfoproteína novel intermediaria
en el mecanismo de acción de hormonas proteicas. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.
Universidad de Buenos Aires.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_3008_Finkielstein.pdf

Cita tipo Chicago:
Finkielstein, Carla V.. "Caracterización molecular de una fosfoproteína novel intermediaria en el
mecanismo de acción de hormonas proteicas". Tesis de Doctor. Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales. Universidad de Buenos Aires. 1998.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_3008_Finkielstein.pdf

http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_3008_Finkielstein.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_3008_Finkielstein.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar


UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Caracterización molecular de una fosfoproteína novel intermediario en

el mecanismo de acción de hormonas proteicas.

Lic. Carla V. Finkielstein

Director: Prof. Dr. Ernesto J. Podestá

Departamento de Bioquímica Humana

Facultad de Medicina - Universidad de Buenos Aires

Tesis presentada para optar al titulo de Doctor de la Universidad de

Buenos Aires

—Mayo, 1998 —

Mr.



UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Molecular characterization of a novel phosphoprotein intermediary in

the mechanism ot action of protein hormones

Lic. Carla V. Finkielstein

Director: Prat. Dr. Ernesto J. Podestá

Departamento de Bioquímica Humana

Facultad de Medicina - Universidad de Buenos Aires

Thesis submitted tor the Ph degree of the Buenos Aires University

—May, 1998­



A mis padres
que son una fuente constante de estímulo

A Daniel
con todo mi amor



L’ímagínation au pouvoír
(Paredes de París: Sorbona, Mayo del 68)



AGRADECIMIENTOS

Finalmente llegué a lo que he dado en llamar, Ia última hoja de mi Tesis. Me

parece que es el momento de agradecer a todos aquellos que directa o
indirectamente ayudaron a la realización de este trabajo. En particular quiero
agradecer

AIDr. E.J.Podestá quien fue mi Director de Tesis durante estos años y quien
tuvo a su cargo la difíciltarea de guiarme durante esta etapa. Por estímqu
permanente y por apoyar esta línea de trabajo aún en los momentos mas
críticos.

Al Dr. Gerardo Piroli por Ia colaboración en los experimentos de hibridación
in situ.

A mis compañeros de laboratorio Isabel Neuman, Pablo Mele, Cristina Paz,

Fabiana Cornejo Maciel, Carlos Mendez, Laura Dada, Cora Cymeryng y

Paula Maloberti por los gratos momentos que hemos compartido.
En particular quiero agradecerles a Cristina Paz, Cora Cymeryng y Paula
Maloberti que siempre que necesite una mano extra en los experimentos
estuvieron permanentemente dispuestas a ayudarme.
A Irene y osvaldo por los buenos momentos compartidos.
EI hecho de que esta Tesis este hoy terminada se debe al esfuerzo de un
grupo de amigos que se tomaron la molestia de reemplazar sus momentos
libres por la lectura de alguna de las tantas versiones o el diseño de algunas
figuras. En particular quiero agradecerle a Cristina Borges, Cora y Ruth por
las correcciones de redacción y a Mariano por los gráficos.

A mis Padres por su constante estímulo e iniciativa y por estar siempre a mi
lado.

A Daniel que siempre estuvo a mi lado durante esta Tesis, que me ayudó en
cada uno de los momentos difíciles por los que pasé y que nunca dejó de
alentarme para seguir adelante.
A la Universidad de Buenos Aires que me brindó las becas necesarias para
realizar este trabajo de investigación.



RESUMEN

Trabajos previos de nuestro laboratorio han permitido caracterizar una
fosfoproteína novel (p43), intermediaria en la síntesis de esteroides en Ia
zona fasciculata de la corteza adrenal de rata (Paz C. et al. (1994) Eur. J.
Biochem. 2242709-716). En Ia presente Tesis, se describe Ia caracterización

molecular de p43 asi como también la regulación hormonal del transcripto.
Los resultados obtenidos mostraron que p43 es homóloga a una aciI-CoA
tioesterasa mitocondrial.

La secuencia aminoacídica deducida de Ia proteína presentó sitios consenso
de fosforilación para diferentes proteínas quinasas y un motíf para serina
Iipasa. Anticuerpos dirigidos contra un péptido sintético que incluye dicho

motif y otro contra la región N-terminal de p43, bloquearon la actividad

biológica de la proteína. El transcripto de p43 fue detectado en ovario de
ratas pseudopreñadas, en zona fasciculata y glomerulosa de adrenal de
rata, en una línea tumoral de células de Leydig, en cerebro de ratón y en
placenta humana. El tratamiento de ratas con dexametasona (Dx) provoca
una disminución en los niveles del ARNm de p43 de manera dosis­
dependiente en adrenales de rata. El tratamiento posterior con ACTH no
sólo revierte el efecto de la Dx, sino que produce un aumento rápido (5 min)
en los niveles del mensajero alcanzando un máximo a los 15 min (62%) y
retornando a los valores basales a los 30 min posteriores al estímulo. El
tratamiento con actinomicina D o cicloheximida antes del estímulo con ACTH

provoca una disminución o un aumento en los niveles del ARNm de p43

respectivamente. Estos resultados relacionan por primera vez que una
actividad de acil-CoA tioesterasa está involucrada en los procesos
esteroidogénicos.

Palabras claves: ácido araquidónico, aciI-CoA tioesterasa, fosforilación y
esteroidogénesis.



SUMMARY

We have previously reported the purification of a phosphoprotein (p43)

intermediary in steroid synthesis from adrenal zona fasciculata (Paz C. et al.

(1994) Eur. J. Biochem. 224z709-716). Here we describe the cloning and

sequencing of a cDNA encoding p43 as well as the hormonal regulation of

p43 transcript. The protein resulted homologous to a very recently described

mitochondrial peroxisome proliferator-induced very-Iong-chain acyl-CoA

thioesterase. The deduced amino acid sequence of the protein shows

consensus sites for phosphorylation by different protein kinases, and a Iipase

serine motif. Antibodies raised against a synthetic peptide that includes the

Iipase serine motif and against the N-terminal region of p43 block the action

of the protein. The transcript of p43 was detected in ovary of pseudopregnant

rats, rat adrenal zona fasciculata and glomerulosa, mouse Leydig tumor cell

line, rat brain and human placenta. Inhibition of adrenocorticotropin hormone

(ACTH)release and steroid synthesis by dexamethasone produced a dose­

dependent decrease in the abundance of the adrenal transcript. The

transcript was induced by ¡n vivo stimulation of the adrenals with ACTH. The

effect had a rapid onset (5 min), reached maximal stimulation (62%) at 15

min and returned to basal levels at 30 min. ACTH effect on p43 transcript

was ¡nhibited by actinomycin D and enhanced by cycloheximide. Our results

provide the first evidence linking acyl-CoA thioesterases, with very-long­

chain specificities, and a protein intermediary in steroid synthesis, thereby

supporting a regulatory role for acyI-CoA thioesterases in steroidogenic

tissues.

Key words: acyI-CoA thioesterase; arachidonic acid; phosphorylation;

steroidogenesis.
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INTRODUCCION

l La modificación covalente de proteínas como respuesta a señales
extracelulares

Hace cuatro milmillones de años, la tierra era un paraíso molecular. Algunas

moléculas se multiplicaban de un modo “ineficaz”, compitiendo en la

búsqueda de bloques constructivos y produciendo muchas copias de sí

mismas. Sin embargo, la evolución estaba ya definitivamente en marcha, a

través de las mutaciones (cambios repentinos en Ia herencia) y la

eliminación de las variedades menos eficientes. Las moléculas llegaron a

unirse e interactuar entre sí dando origen a funciones especializadas, hasta

constituir lo que fue probablemente la primera célula. Mil millones de años

después aparecieron los primeros organismos pluricelulares, quizás porque

una mutación impidióque una sola célula se separara después de dividirse
en dos.

A principios del siglo pasado, C. Darwin y A.R. Wallace postularon que el

mecanismo de la evolución es la selección natural. Hicieron hincapié en que

Ia naturaleza es prolífica, es decir que nacen muchos más animales y

plantas de los que pueden sobrevivir y que el medio ambiente selecciona las

variedades que son accidentalmente más adecuadas para ello. Los cambios

moleculares se transmiten y proporcionan la materia prima de Ia evolución.

El medio ambiente selecciona aquellos cambios que favorecen la

supervivencia, obteniéndose una serie de lentas transformaciones de una

forma de vida en otra, Io que finalmente origina la aparición de nuevas

especies.

Las células interactúan con su ambiente y responden a los cambios en su

entorno porque la supervivencia en un medio hostil es parte de la

adaptación. En los organismos pluricelulares, esta adaptación exige el
funcionamiento de mecanismos mucho más complejos, que finalmente

conducirán al funcionamiento armónico del organismo y a su supervivencia.



INTRODUCCION

Este requerimiento resulta evidente al advertir la complejidad de los

mecanismos homeostáticos desarrollados en los organismos evolutivamente
más avanzados.

En Ia difícil tarea de sobrevivir, las células utilizan una variedad de

moléculas y mecanismos de señalización para comunicarse entre si y

responder a cambios en el medio ambiente. Algunas de estas moléculas

incluyen hormonas, citoquinas, factores de crecimiento y neurotransmisores

y sus mecanismos de señalización resultan de la interacción con sus

moléculas receptoras. En algunos casos, el resultado es la liberación (o

síntesis) intracelular de segundos mensajeros y en otros el incremento en

una actividad enzimática intrínseca de las moléculas receptoras. Se

producirá entonces, una cascada de reacciones que permitirá no sólo Ia

amplificación del estímqu original, sino también Ia regulación coordinada de

procesos celulares independientes mediante acciones pleiotrópicas. Existe

un considerable consenso en creer que de los dos mecanismos generales

utilizados en la regulación de los procesos metabólicos, esto es, el control

alostérico y la modificación covalente, es este último el que utilizan las

señales extracelulares para modular la actividad celular.

Desde hace aproximadamente 40 años se acepta que Ia

fosforiIación/defosforilación enzimática de proteínas, proceso altamente

dinámico, es central en la regulación de las funciones celulares de los

eucariontes. En última instancia, es el contenido de grupos fosfato de

proteínas específicas el factor determinante en el control de procesos
celulares tales como el crecimiento, diferenciación, división, transición

morfológica y muerte celular.

Para el control de procesos celulares por fosforiIación de determinadas

proteínas se requiere principalmente de dos actividades enzimáticas: la de

proteínas quinasas, que permiten la incorporación de grupos fosfato a
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residuos especificos de Ia proteína sustrato, y la de proteínas fosfatasas que
catalizan Ia remoción subsecuente de los mismos.

I-1Proteínas quinasas versus proteínas fosfatasas

La importancia de las proteínas quinasas y fosfatasas en la regulación de la

actividad celular se ve reflejada por la enorme cantidad de genes que

codifican para estas proteínas en el genoma eucariótico. En particular, se

estima que en el genoma humano existen cerca de 2000 genes que

codifican a las distintas proteínas quinasas (Hunter, 1994). La secuenciación

reciente del cromosoma 3 de Caernorhabditis elegans (Wilson et al., 1994)

reveló la existencia de aproximadamente 230 genes que codifican para

distintas proteínas fosfatasas dentro de las 2,2 Mb secuenciadas.

Extrapolando estas observaciones al Homo sapiens y teniendo en cuenta

que su genoma es cinco veces superior aI de C.e/egans, sería de eSperar la

existencia de al menos 1000 genes que codifican para distintas fosfatasas.

La idea original sobre el funcionamiento conjunto de proteínas quinasas y

fosfatasas adjudicaba el roI de activación a las fosforilaciones catalizadas

por las quinasas y el de reversión de este efecto a las de las fosfatasas. Esta

hipótesis resultó pronto una explicación por demás simplista de un proceso

enzimático mucho más complejo en el cual las proteínas fosfatasas no

necesariamente originan Ia inactivación de actividades enzimáticas

determinadas (Cohen y Cohen, 1989; Cohen, 1992; Hubbard y Cohen, 1993;

MacKintosh y MacKintosh, 1994; Shenolikar, 1994).

I-1.1Proteínas quinasas: Generalidades

Las proteínas quinasas constituyen una familia de enzimas cuya actividad se

regula por diversos mecanismos. Para las actividades de proteína quinasa

intrínsecas de algunas moléculas receptoras, el mecanismo de activación

involucra la interacción de un Iigando a su receptor específico. En otros

casos, la activación de las quinasas es el resultado de la unión de una
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molécula de diferente naturaleza química denominada segundo mensajero

como 3’5’ adenosina monofosfato cíclico (AMPc), el 3’5’ guanosina

monofosfato cíclico (GMPc), el diacilglicerol (DAG), el inositol 1,4,5-trifosfato

y el Ca”, entre otros. Estas moléculas se producen como consecuencia de

Ia interacción de una señal, emitida por un grupo de células en respuesta a

Ia detección de una variación en el medio, con sus células blanco a través

de Ia unión a sus proteínas receptoras específicas. Las quinasas actúan

entonces amplificando, integrando y coordinando la respuesta celular a los
diferentes estímulos.

Las proteínas quinasas conforman un grupo de enzimas de características

estructurales y funcionales muy variables. Todas ellas catalizan la

transferencia de una unidad de fosfato de una molécula dadora (ATP) a un

sustrato proteico, siendo el grupo (fosfo) aceptor un aminoácido como serina

(Ser), treonina (Thr) o tirosina (Tyr). El criterio general de clasificación de las

proteínas quinasas tiene en cuenta el residuo específico al cual se une

covalentemente el grupo fosfato, estableciéndose una clasificación como

quinasas de serina o treonina y quinasas de tirosina (Krebs, 1985a).

Dentro del grupo de las quinasas de serina, las más extensamente

caracterizadas son la proteína quinasa dependiente de AMPc (PKA), la

proteína quinasa dependiente de Caz" y fosfolípidos (PKC), la proteína

quinasa regulada por señales extracelulares (ERK) y las quinasas

dependientes de ciclinas (CDK).De Ia mayoría de estas se han encontrado

múltiples isoformas. Por ejemplo de la PKA, una proteína tetramérica con

dos subunidades catalíticas (C) y dos regulatorias (R), se han descripto dos

variantes, las de tipo I y IIque predominan en el músculo esquelético y en el

músculo liso respectivamente. En estas variantes la secuencia aminoacídica
de Ia subunidad C está altamente conservada, mientras que las subunidades

R presentan una estructura primaria diferente por lo que las isoformas

presentan distintas propiedades físico-químicas, difiriendo también en su

regulación y distribución tisular. Otro ejemplo Io constituye la PKC, una
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quinasa donde un único polipéptido contiene el dominio catalítico y el

regulatorio y de la que se han identificado nueve subtipos expresados

específicamente en determinados tejidos (Coussens et al., 1986; Knopf et

al., 1986) donde se presentan diferencias en sus propiedades enzimáticas
(Nishisuka, 1988).

A pesar de las diferencias en la especificidad de sustratos todas las

quinasas descriptas presentan la secuencia aminoacídica del centro

catalítico altamente conservada (Hanks et al., 1988). En cambio, las

regiones no catalíticas presentan una elevada variabilidad, lo cual

posiblemente determine las diferencias en localización subcelular y

regulación por otras enzimas de las distintas isoformas.

El grupo de las proteínas quinasas de tirosina incluye formas citosólicas,

como los productos de los oncogenes retrovirales src (Woodford-Thomas et

al., 1992) y neu (Brown-Shimer et al., 1992) y formas transmembrana como

las de los receptores de insulina y de factores de crecimiento. En estas

últimas, la actividad de quinasa de tirosina se pone de manifiesto luego de la

unión del Iigando al dominio extracelular del receptor, siendo la actividad

enzimática una función característica del dominio intracelular (Hunter y

Cooper, 1985). Al igual que las quinasas de serina, las de tirosina en

eucariotas presentan semejanzas estructurales además de una alta
homología de secuencia entre sus miembros (Hunter, 1987; Knighton et al.,

1991).

Con relación a la secuencia de reconocimiento de Ia proteína quinasa en su

sustrato, en un principio se pensaba que la fosforilación de los distintos

sustratos proteicos sólo era posible cuyo la proteína quinasa interactuaba
tanto con el residuo aceptor como con otras regiones distantes en la

molécula. Esta hipótesis exigía el adecuado mantenimiento de la estructura

espacial del sustrato. Sin embargo, los estudios realizados sobre la proteína

básica de mielina (MBP), un sustrato de la PKA, mostraron que la misma
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podía ser fosforilada aún desnaturalizada (Bylund y Krebs, 1975). Más aún,

Ia digestión de esta proteína con distintas endoproteinasas generaba

péptidos, los cuales servían como sustratos de la PKA (Daile y Carnegie,

1974). Actualmente se acepta que Ia proteína quinasa reconoce una

secuencia específica de aminoácidos, secuencia consenso, cuya existencia
es necesaria y suficiente para el reconocimiento por la quinasa. En este

contexto, la estructura local que rodea al fosfoaceptor es la involucrada en la

determinación de la especificidad de sustrato y en menor grado las regiones

distantes de la cadena polipeptídica. Se determinaron entonces las

estructuras primarias mínimas necesarias para Ia acción de cada una de las

quinasas ejemplo de las cuales son la de PKAque fosforila en los residuos

de Ser o Thr incluídos en Ia secuencia consenso R-R-X-S/T (Zetterquist et

a/.,1976; Kemp, 1977); de PKC que reconoce diferentes regiones de las

cuales la más frecuente es (R/K1.3,X2.o)'S/T-(X2.o,RÍK1-3)(Marais, 1990) y Ia

de las ERKs que fosforilan al sustrato sólo en el contexto de la secuencia

Pro-X1.2-Ser/Thr-Pro (HiIIy Treisman, 1995).

I-1.2Proteínas fosfatasas: Generalidades

Las proteínas fosfatasas se clasifican según el residuo del cual remueven el

grupo fosfato, encontrándose fosfatasas de serina/treonina y proteínas

fosfatasas de tirosina. Un tercer grupo Io constituyen las fosfatasas ácidas y

alcalinas que no presentan especificidad de sustrato.

Las proteínas fosfatasas de serina presentan alta homología de secuencia

entre sus miembros (Ballou y Fischer, 1986) conteniendo un motif

característico involucrado en la unión al sustrato y a metales (Zhuo et a/.,

1994). Se ha postulado que estas fosfatasas catalizan reacciones en las
cuales no se formaría ninguna clase de intermediario fosfoenzimático (Martin

y Graves, 1986).
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Las proteinas fosfatasas de serina se dividen, según sus características

bioquímicas, en cuatro grupos principales, las de tipo 1, 2A, 2B y 2C (Cohen,

1991). Las fosfatasas de tipo 1 (PP1) se caracterizan por defosforilan la

subunidad B de la fosforilasa quinasa y son inhibidas por concentraciones

nanomolares de dos inhibidores endógenos termoestables, el inhibidor 1 (I1)

y el inhibidor 2 (l2). Las fosfatasas de tipo 2 se caracterizan por defosforilar

la subunidad a de la fosforilasa quinasa y pueden ser subsecuentemente

divididas de acuerdo a sus requerimientos de cationes. La PP2A defosforila

sustratos en ausencia de cationes divalentes mientras que PPZB y PP2C

resultan dependientes de Caz" y Mg2+respectivamente (Ingebritsen y Cohen,

1983a,b).

El segundo grupo de fosfatasas lo conforman las fosfatasas de tirosina que

incluyen aproximadamente 40 enzimas, cuyas estructuras primarias no

presentan similitud alguna con la de las fosfatasas de serina.

Frecuentemente, esta familia de fosfatasas se subdivide en tres grupos: 1)

las fosfatasas de tirosina de estructura semejante a receptores; 2) las

fosfatasas de tirosina intracelulares y 3) las fosfatasas de tirosina de doble

especificidad. El rasgo estructural característico del primer grupo es Ia

presencia de un dominio extracelular de composición aminoacídica y

longitud variables, una región transmembrana y uno o dos dominios

catalíticos intracelulares. En general, las fosfatasas de tirosina intracelulares

contienen un único dominio catalítico y extensiones N y C-terminales que se

cree tienen funciones regulatorias (Mauro y Dixon, 1994). Las proteínas

fosfatasas de tirosina de doble especificidad constituyen una clase especial

de fosfatasas de tirosina intracelulares cuya característica relevante es la

homologia de secuencia con el producto codificado por el gen H1 del virus
vaccinia. Estas enzimas son únicas dentro de las fosfatasas de tirosina por

su capacidad para utilizar fosfoserina o fosfotreonina además de
fosfotirosina como sustratos. Todas las fosfatasas de tirosina, sin excepción,

contienen un motif característico, (lN)HCXAGXGR(S/T)G,el cual contiene el
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residuo de cisteína involucrado en la formación del intermediario en la

reacción enzimática (Guan y Dixon, 1990).

Las proteinas fosfatasas de tirosina intervienen en múltiples procesos

celulares como la regulación del crecimiento y la diferenciación celular, así

como también en la plasticidad del citoesqueleto en respuesta a una

variedad de estímulos externos (Mauro y Dixon, 1994). Se han descripto

proteinas fosfatasas de tirosina involucradas en procesos tan dispares como

los oncológicos, donde actúan como supresores de tumores (Laforgia et a/.,

1991), en procesos inmunológicos mediando Ia activación de las células T

(Pingel y Thomas, 1989), en los eventos que controlan la entrada en mitosis

de una célula durante el ciclo celular (Gould y Nurse, 1989; Hannon et a/.,

1994) y en la ontogenia (Perkins et a/., 1992; Shultz et a/., 1993).

El tercer grupo de proteínas fosfatasas incluye a las alcalinas y ácidas que

intervienen en procesos degradativos o catabólicos y constituyen un grupo

de enzimas entre cuyos miembros no se conserva ningún tipo de homología

en la estructura primaria. Estas enzimas son capaces de hidrolizar

monoésteres de fosfato asociados a cualquier tipo de sustrato a través de

mecanismos que involucran la existencia de un intermediario, el cual resulta
ser Ia fosfoserina en el caso de las fosfatasas alcalinas o la fosfohistidina en

el caso de las fosfatasas ácidas (Schwartz y Lipmann, 1961; Van Etten y

Hickley, 1977; Kim y Wyckoff, 1991; Coleman, 1992).

I-1.3 Regulación de la actividad celular por la acción conjunta y
coordinada de proteínas quinasas y fosfatasas

La interrelación entre las distintas proteínas quinasas y fosfatasas en la

regulación metabólica de la célula ha sido extensamente estudiada (Cohen,

1992). Un ejemplo ilustrativo de esta clase de interrelaciones lo constituye el

estudio de la regulación del metabolismo del glucógeno (Cohen, 1992;

Shenolikar, 1994). La glucógeno fosforilasa muscular es una enzima
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oligomérica que cataliza Ia remoción secuencial de unidades de glucosa del

glucógeno. Cuyo un ligando como Ia adrenalina se une a su receptor

específico en la membrana plasmática, se desencadenan una sucesión de

eventos celulares que llevan a la activación de Ia fosforilasa quinasa. Esta

enzima, cataliza Ia incorporación de un grupo fosfato en un único residuo de

serina (Ser) en cada una de sus subunidades (Krebs et al._ 1959). La

actividad de Ia fosforilasa quinasa es a su vez regulada por procesos de

fosfo- y defosforilación (Friedman y Lerner, 1963). La defosforilación e

inactivación de la enzima es catalizada por Ia PP1, mientras que la

fosforilación ocurre tanto por acción de la PKAcomo de Ia proteína quinasa

Ca2"-Ca|modulina dependiente (CaMKII). De este modo, la activación de la

fosforilasa quinasa puede ocurrir a través del aumento en las
concentraciones intracelulares de AMPc o Ca2+ La acción de PKA es aún

más amplia, ya que además inhibe la actividad de la PP1 asociada a

glucógeno (PP1G) sobre la fosforilasa. La PP1G consiste de dos

subunidades, una catalítica C y otra de anclaje al glucógeno, G. La

subunidad C está unida al glucógeno a través de Ia G y Ia asociación entre

las subunidades está regulada por la fosforilación de G (Hubbard y Cohen,

1993). La acción de PKA sobre la PP1 es a dos niveles. Por un lado, actúa

fosforilando al inhibidor l1, con la consecuente inhibición de Ia PP1 y por

otro, fosforila la subunidad G de la PP1, la cual está unida al glucógeno en

asociación con la subunidad C, causando Ia disociación de esta última y su

liberación de la partícula de glucógeno. Otras hormonas, como por ej. la

insulina, promueven un mecanismo de inactivación de la glucógeno

fosforilasa por asociación de la subunidad C de Ia PP1G al glucógeno. Otro

punto de control del metabolismo del glucógeno Io constituye la glucógeno

sintasa, enzima regulable de Ia vía de síntesis. La síntesis de glucógeno es

activada o inhibida por hormonas como la insulina o adrenalina que utilizan

mecanismos de transducción de señales que conducen a un cambio en la

actividad de esta enzima. Estudios in vitro indicaron que esta proteína puede

ser sustrato de hasta siete quinasas diferentes incluyendo a Ia PKA y a Ia
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CaMKII.La fosforilación por cualquiera de estas dos quinasas inactiva a la

glucógeno sintasa, mientras que la defosforilación por PP1, la activa. Así, la

transición que induce la insulina desde el catabolismo a la síntesis del

glucógeno está determinada por la activación de PP1.

Un ejemplo de regulación recíproca y coordinada de procesos celulares

mediante la fosfo- y defosforilación en residuos de tirosina Io constituye el

receptor de PDGF. En células estimuladas con PDGF, un inductor de

procesos mitóticos, se observa un aumento transitorio en la fosforilación en

tirosina tanto en el receptor con actividad de tirosina quinasa (RPTK) como

en algunas proteínas celulares. La transitoriedad de la fosforilación indicaría

que una función de las fosfatasas de tirosina es atenuar las señales

generadas por las quinasas de tirosina. Más aún, los procesos mitóticos

frecuentemente involucran la activación de oncogenes con actividad de

tirosina quinasa como c-src. Dicha actividad se regula negativamente por

fosforilación del residuo de Tyr-527 por otra quinasa de tirosina, mientras

que Ia activación de Ia quinasa de tirosina-src es el resultado de Ia

defosforilación por una fosfatasa de tirosina aún no identificada (Sun y

Tonks, 1994).

De los ejemplos citados, podemos concluir que en el control hormonal de la

actividad celular resulta crucial que las actividades de quinasas y de

fosfatasas presenten niveles similares, de no ser así, las proteínas sólo se

presentarían completamente fosforiladas o completamente defosforiladas.

En el caso de las proteínas fosfatasas y quinasas de serina su actividad

catalítica intrínseca es cuantitativamente semejante, manteniéndose sus
concentraciones intracelulares relativamente constantes. Por Io tanto es

posible que, Ia distribución subcelular de las distintas isoformas y Ia afinidad

por sus respectivos sustratos constituyan el punto clave para la regulación

de este mecanismo (Cohen, 1992).
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En las fosfatasas y quinasas de tirosina el balance de las actividades

intrínsecas resulta aún más complejo. A diferencia de Io que sucede para las

de serina donde las actividades catalíticas son semejantes, la actividad de

las fosfatasas de tirosina ¡n vivoresulta generalmente de dos a tres órdenes

de magnitud mayor que las de las quinasas de tirosina (Sun y Tonks, 1994).

Esta diferencia en las actividades explicaría los bajos niveles de proteínas

celulares fosforiladas en tirosina y Ia naturaleza transitoria de Ia mayoría de

las respuestas que involucran la fosforilación en este residuo. Debido a esto

para que las señales mediadas por quinasas de tirosina sean efectivas, la

actividad de las fosfatasas de tirosina debe ser cuidadosamente regulada.

Esto se consigue a través de una distribución subcelular muy organizada

(Fischer et a/., 1991) y por la regulación de estas fosfatasas por fosforilación

en residuos de Ser/Thr o Tyr (Sibley et al., 1987) ya que, a diferencia de las

fosfatasas de serina, las fosfatasas de tirosina no tienen subunidades

regulatorias ni inhibidores proteicos identificados.

En síntesis, los mecanismos de transducción de señales convergen en

procesos de fosfo/defosforilación de proteínas que resultan del complejo

balance entre las actividades de las proteínas quinasas y las proteínas
fosfatasas.

I-1.4Cascadas de proteinas quinasas y sus interrelaciones (cross-talk)

La transducción del mensaje incluye una cascada de eventos, entre los

cuales se encuentran, como ya se han nombrado, Ia fosforilación y

defosforilación de proteínas. Cada etapa de esta cascada está catalizada

por una enzima cuya actividad es modulada (positiva o negativamente) por

el producto de la etapa precedente. Las proteínas quinasas forman parte de

estas cascadas y los estudios sobre Ia regulación de su actividad han
revelado un mecanismo de transducción de señales interesante ya que

permite no sólo la amplificación de Ia señal sino también el cross-talk de

cascadas iniciadas por activación de quinasas de serina y tirosina.
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Las cascadas enzimáticas resultan ventajosas en muchos aspectos,

respecto de aquellos sistemas de enzimas únicas, porque pueden responder
a un gran número de reguladores produciendo variaciones en el grado de

amplificación de Ia señal y mostrando respuestas sigmoidales pronunciadas

a una intensidad de estímulo específica (Chock y Stadtman, 1977).

Si bien las cascadas pueden parecer extremadamente complejas, en

realidad resultan bastante simples y lógicas. Un ejemplo de lo expuesto se

puede advertir en el importante número de reacciones catalizadas

enzimáticamente que pueden ser reguladas por los niveles de una única

molécula, el AMPc. Este sistema presenta dos ventajas. Por un lado, puede

ser rápidamente revertido sólo disminuyendo los niveles de AMPc y por otro,

se obtiene una gran amplificación a partir de una mínima señal (Hallberg et

al, 1994). La amplificaciónde las señales puede ser, como en el caso de las

proteínas quinasas de hasta 100 veces en cada paso.

Existen numerosos ejemplos de cross-talk entre los distintos mecanismos de

señalización que involucran Ia fosforilación de proteínas. Muchas quinasas

de serina y tirosina son reguladas positiva o negativamente por fosforilación

en los residuos de Ser y/o Tyr. Esta forma de regulación también se aplica a

las fosfatasas serina y tirosina, convirtiéndolas en los principales blancos

para el cross-talk en los mecanismos que utilizan cascadas de proteínas

quinasas. Un ejemplo de lo expuesto es la fosfatasa de tirosina PEST (PTP­

PEST), una tirosina fosfatasa citosólica, que se fosforila ¡n vitro e ¡n vivo en

Ser-39 y Ser-435 por Ia acción de las quinasas A y C (Garton y Tonks,

1994). La fosforilación en Ser-39 ocasiona un aumento en el Km de Ia

enzima, Io que se traduce en la disminución de Ia actividad de fosfatasa de

tirosina. Existen también ejemplos de fosfatasas de serina donde la

regulación de Ia actividad enzimática resulta de Ia fosforilación por quinasas

de tirosina y de serina. Por ejemplo, Ia actividad de la PP2A puede ser

modificada por fosforilación en residuos de tirosina (Chen et a/., 1992) o

treonina (Guo y Dammi, 1993). De Io indicado surge que una característica

12
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de los mecanismos de señalización es la interrelación en las fosforilaciones

de los residuos de Ser/Thr y Tyr, sugiriendo que los cambios en la actividad

de las proteínas quinasas de serina pueden, indirectamente, modular la

fosforilación de proteínas en los residuos de tirosina a través de la

regulación de las fosfatasas de tirosina y viceversa.

l-2 De la recepción de Ia señal extracelular a Ia activación de las
proteínas quinasas

I-2.1Moléculas receptoras

La capacidad de respuesta de una célula a una molécula de señalización

(Iigando) extracelular depende de la presencia de receptores que unen a

estos Iigandos específicamente. Los Iigandos Iiposolubles interactúan con

receptores citoplasmáticos o nucleares. En cambio, los Iigandos

hidrosolubles, incluídos todos los neurotransmisores, las hormonas proteicas

y los factores de crecimiento, se unen a proteínas receptoras específicas

presentes en la superficie de la célula blanco. Los receptores son proteínas

integrales de membrana y generalmente constituyen menos del 1% de la

masa proteica total de Ia membrana plasmática.

La gran mayoría de los receptores presentes en la superficie celular

experimentan un cambio conformacional cuyo se unen a un Iigando en el

exterior de la célula. Este cambio conduce a la generación de una señal

intracelular que altera el comportamiento de la célula blanco. Se conocen

dos mecanismos generales por los cuales los receptores de la superficie

celular generan señales intracelulares. En el primero de ellos, la unión del

Iigando extracelular al receptor ocasiona directamente la fosforilación de

proteínas celulares, tal es el caso de la unión del factor de crecimiento

epidérmico (EGF) a su proteína receptora, la que mediante su actividad

intrínseca de quinasa produce, no sólo su propia fosforilación, sino también

la de proteinas citosólicas y de membrana. También puede ocurrir que Ia



INTRODUCCION

unión del Iigando a su proteína receptora ocasione Ia activación o

inactivación de enzimas ligadas a la membrana plasmática. En algunos

casos, esta enzima cataliza Ia producción de un mediador intracelular

soluble y el cambio de la concentración intracelular de este mediador actúa

como señal. Un ejemplo de esta clase de enzimas es Ia adenilil ciclasa, la
cual cataliza Ia conversión de ATP en AMPc. La activación o inhibición de la

enzima efectora está mediada por una proteína transductora, denominada

proteína G.

Todos los receptores que interactúan con proteínas G comparten ciertas
características estructurales: tienen siete secuencias de 22-24 aminoácidos

hidrofóbicos que constituyen siete a-hélices transmembranas, un extenso
lazo de aminoácidos hidrofílicos entre las a-hélices 5 y 6 y un segmento

hidrofílico en el extremo C-terminal. Tanto el lazo como eI segmento C­

terminal se encuentran del lado citosólico y es sobre estas regiones

hidrofílicas que el receptor interactúa con Ia proteína G.

Los receptores siete segmentos transmembrana (7TMS) comparten una

estructura espacial común a pesar de que su estructura primaria esta muy

poco conservada. Se cree que las diferencias en Ia secuencia de

aminoácidos determina que tipo de Iigando se une a cual receptor y como

interactúan con los diferentes tipos de proteinas G.

El segundo tipo de mecanismo estudiado involucra Ia apertura o cierre de

canales iónicos en la membrana plasmática luego de la interacción Iigando­

receptor. Las consecuencias de esto pueden ser: a) provocar un flujo

reducido y transitorio de iones, que altera brevemente el voltaje en la

membrana plasmática, lo que ocurre sobre todo en las neuronas y fibras

musculares o bien b) originar un importante flujo de entrada de iones hacia

el citosol, que a su vez provoca una respuesta intracelular.
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l-2.2Moléculas transductoras: Proteínas G

Las proteínas G constituyen una familia de enzimas heterotriméricas (aBy)

que actúan como transductoras entre las moléculas receptoras y las
proteínas efectoras. Si bien se han descripto numerosas proteínas G

descriptas asociadas a diferentes sistemas receptores-efectores, el
mecanismo de activación es esencialmente el mismo. En cualquiera de los

casos, la proteína G se presenta en el estado inactivo como un complejo

heterotrimérico con una molécula de GDP unida a Ia subunidad a. Cuyo el

ligando se une al receptor, interacciona con la proteína G. Esto ocasiona la

disociación de la subunidad a del dímero Bypor disminución en su afinidad,
Io cual es consecuencia del intercambio de una molécula de GDP unida a la

subunidad a por una de GTP. La hidrólisis del GTP unido a la subunidad a
debido a una actividad de GTPasa intrínseca de Ia misma ocasiona la

reunificación del heterotrímero. Esta actividad GTPásica es característica de

cada subunidad a y determina la vida media del dímero activo By.

En los mamíferos existen descriptas más de 20 subunidades a diferentes,

producto de 16 genes que dan origen por sp/¡cing alternativo a otras

isoformas (Kaziro et al., 1991). De acuerdo al grado de identidad en Ia

secuencia aminoacídica, que en general varía entre el 56 y el 95%, las

distintas proteínas pueden ser clasificadas en as, ou, aq, (112.En todas las

subunidades a se han identificado dos dominios, uno de los cuales, el que

incluye el extremo carboxi|o, contiene la actividad de GTPasa, el sitio de

unión al receptor, al efector y a la subunidad By mientras que el segundo

dominio, está constituido por una hélice cuya función no ha sido aún

establecida. En los mamíferos, la subunidad B se presenta en cinco

variantes cuya homología de secuencia varía entre el 53 y el 90% (Simon et

al., 1991) mientras que, no existe homología significativa entre las seis

variantes de la subunidad y (Cali et al., 1992).



INTRODUCCION

La existencia de múltiples isoformas de cada una de las subunidades se

traduce en un gran número de variantes de proteínas G involucradas en los

diferentes sistemas de transducción. Así por ejemplo existen receptores

acoplados a proteínas G asociadas a Ia activación (GS)o inhibición (G¡)de Ia
adenilil ciclasa.

Si bien se ha establecido que tanto las a-GTP como las By pueden

interactuar con varias moléculas efectoras, la forma en que estos efectores

son regulados a través de estas proteínas, resulta ser muy amplia y

extraordinariamente específica.

I-2.3Moléculas efectores: adenilil ciclasa y fosfolipasa C

I-2.3.1 Adenilil ciclasa

La adenilil ciclasa, enzima que cataliza la síntesis de AMPc, es activada por

proteínas transductoras que unen nucleótidos de guanina y que se

encuentran acopladas al receptor. La interacción de determinados Iigandos

con su receptor específico produce Ia activación de esta enzima, mediante la

activación de Ia proteína G. De esta forma, la señal extracelular se traduce
en un aumento intracelular de AMPc.

En los mamíferos, se han identificado al menos ocho isoformas de la adenilil

ciclasa que se agrupan en cinco familias distintas (Iyengar, 1993). Se trata

de glicoproteinas integrales de membrana cuya masa molecular varia entre

110000 y 180000 (Pfeuffer et al, 1991). El clonado y posterior secuenciación

de las adenilil ciclasas de mamíferos, permitió predecir su estructura

topológica incluyéndola dentro del complejo grupo de las proteínas

integrales de membrana del tipo de las transportadoras o de los canales
iónicos. Las adenilil ciclasas contienen 12 fragmentos transmembrana que

se agrupan en dos dominios de seis segmentos cada uno. Estos fragmentos

incluyen secuencias consenso de N-glicosilación. Las porciones N- y C­
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terminales de la molécula esta'n incluidas en la región citoplasmática

(Krupinski et a/., 1989).

Además de los dominios transmembrana, existen dos citosólicos que

corresponden a dos fragmentos de 350 y 250-300 aminoácidos ubicados

entre los dos dominios transmembranas y como una prolongación del

extremo C-terminal respectivamente. Estos dos dominios intracelulares

comparten similitudes estructurales entre sí que no comparten los dominios

transmembrana. De hecho, están altamente conservados en todas las

adenilil ciclasas de mamíferos siendo algunos residuos particularmente

característicos entre los miembros de las adenilil y las guanilil ciclasas.
Además, se han encontrado motif característicos de unión a nucleótidos

(GXGXXG,Wierenga y Hol, 1983) como los caracterizados en las proteínas

que unen nucleótidos de guanina (Gilman, 1987) y sitios consenso de

fosforilación por PKA y PKC (Yoshimasa et a/., 1987). Teniendo en cuenta

las similitudes estructurales entre las familias de las adenilil y guanilil

ciclasas es que se sugirió que el centro catalítico de las primeras estaba

determinado por los dominios citosólicos (Koesling et a/., 1991). A pesar del

extenso número de semejanzas entre estas enzimas, sus propiedades

regulatorias son diferentes (Singh et a/., 1988).

l-2.3.2Fosfolípasa C

Otro tipo de respuesta celular a Ia unión de hormonas, factores de

crecimiento y neurotransmisores consiste en la activación de Ia fosfolipasa C

(PLC) y la consecuente hidrólisis de polifosfoinositidos unidos a membrana.

La activación de la PLC ocasiona la metabolización del fosfatidilinositoI-4,5­

bifosfato (Ple) y en Ia formación de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y

diacilglicerol (DAG) (Berridge y lrvine, 1984; Majerus et a/., 1986). El |P3

difunde a través del citosol y se une a receptores específicos en el retículo

endoplásmico produciendo la movilización de Caz‘ del mismo. Por otro lado,
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el DAG permanece en la membrana y regula la actividad de las PKC

modificando la afinidad de la enzima por el Ca2+y Ia fosfatidilserina.

El aislamiento, clonado y secuenciación de las PLC en mamíferos reveló Ia

presencia de múltiples isoenzimas. Estas ¡soformas estarían involucradas en

los mecanismos de transducción de señales utilizados por diferentes

receptores. Hasta el momento se conoce la existencia de 16 secuencias

aminoacídicas distintas (14 de mamíferos y 2 de Drosophi/a me/anogaster)

de Ia PLC, todas ellas deducidas del aislamiento de sus correspondientes

ADNc (Rhee y Choi, 1992). La comparación de las secuencias

aminoacídicas descriptas permitió dividira la familia de PLC en tres grandes

grupos, PLC-B, PLC-y y PLC-6, las cuales incluyen a su vez diferentes

subtipos.

El análisis de Ia secuencia aminoacídica de los diferentes tipos de PLC

reveló que Ia homología de secuencia entre los grupos es baja excepto en

dos regiones denominadas X e Y, de 170 y 260 aminoácidos

respectivamente. Estas regiones incluyen una secuencia de 80 aminoácidos

que permanece prácticamente invariable en cada una de las PLCs. Todas

las PLCs contienen una región N-terminal de aproximadamente 300

aminoácidos que precede a Ia región X. Por otro lado, mientras las PLC-B y

PLC-6contienen secuencias cortas de entre 50-70 aminoácidos separando

las regiones X e Y, la PLC-y tiene una secuencia de aproximadamente 400

aminoácidos que incluyen dominios del tipo src o SH2 y SH3 (dominios

identificados como regiones no catalíticas comunes a las PTKsrc) (Koch et

al., 1991). Además, mientras la secuencia C-terminal de la PLC-B se

extiende 450 aminoácidos después de la región Y, en la PLC-6 el extremo C­

terminal es prácticamente inexistente. Se ha informado que la identidad de Ia

secuencia aminoacídica entre los diferentes subtipos de PLC de cada uno

de los grupos es mayor que entre los 3 tipos de PLC y que esta homología

no está restringida únicamente a las regiones X e Y (Rhee y Choi, 1992).
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La actividad catalítica de cualquiera de los tipos de PLC es dependiente de

Ca2My aunque no se ha establecido una unión directa entre el Caz‘ y Ia PLC

se ha localizado, en la mitad C-terminal de Ia región Y, un sitio de unión al

Ca2+que sería homólogo al dominio descripto en la PKC y la fosfolipasa A2

citosólica (Clark et a/., 1991). Los tres tipos de PLC catalizan la hidrólisis de

tres fosfoinositoles comunes, eI fosfatidil ¡nositol (PI), el fosfatidilinositol 4­

monofosfato (PIP) y el PIPz, siendo los dos últimos los sustratos

preferentemente utilizados.

l-3Los procesos que suceden ala activacióndelas proteínas quinasas
y que generan Ia respuesta celular

La respuesta fisiológica de una célula o tejido a una hormona específica está

determinada por la clase de receptores que posee y por las reacciones

intracelulares iniciadas luego de la formación del complejo hormona­

receptor. Por ejemplo, la respuesta celular a la interacción de una hormona

proteica como la Iuteinizante (LH) o la folículo estimulante (FSH) a su

receptor en la superficie de las células de Leydig o en el folículo ovárico

respectivamente, produce un incremento en los niveles intracelulares de

AMPc con Ia consecuente activación de la PKA y la fosforilación de

diferentes sustratos. La respuesta celular a estos eventos es la síntesis y

secreción de hormonas esteroides, en este caso testosterona y 17B-estradiol

respectivamente.

En los ejemplos mencionados, el mecanismo de acción de estas hormonas

involucra, entre Ia activación de la PKA y Ia producción de esteroides, al

menos una proteína sustrato de la PKA.En otros sistemas esteroidogénicos,

como por ejemplo Ia zona glomerulosa de Ia corteza adrenal, Ia respuesta

celular a angiotensina Il, la producción del esteroide aldosterona, es Ia

consecuencia de la activación de la PKC y de la fosforilación de proteínas.
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Con los ejemplos mencionados se pone de manifiesto que diferentes

agonistas provocan en sus respectivos tejidos blanco una misma respuesta,

aún cuyo actúan a través de mecanismos de señalización que involucran la

activación de diferentes proteínas quinasas. La existencia de un blanco

común en los distintos sistemas productores de esteroides los presenta

como modelos útiles para estudiar, entre otros aspectos, los puntos de

convergencia de los diferentes mecanismos de transducción de señales.
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Il Mecanismos de transducción de señales desencadenados QOI’
hormonas esteroidogénicas

Las hormonas esteroideas se clasifican en cinco grupos principales: los

progestágenos (C21), los glucocorticoides (C21), los mineralocorticoides

(C21), los andrógenos (C19) y los estrógenos (C18) las cuales intervienen

en Ia regulación de una variedad de funciones biológicas.

La progesterona, un progestágeno, interviene en el mecanismo de

implantación del óvulo en el útero y en el mantenimiento del embarazo. Los

andrógenos (por ej: la testosterona) y estrógenos (por ej: el 17B-estradiol)

son los responsables del desarrollo de los caracteres sexuales secundarios

masculinos y femeninos respectivamente. Los estrógenos participan también

en el ciclo ovárico. Los glucocorticoides (por ej. el cortisol) promueven la

gluconeogénesis y Ia formación de glucógeno y aumentan la degradación de

lípidos y proteínas. Los mineralocorticoides (principalmente la aldosterona)

actúan en el tubulo distal del riñón aumentando la readsorsión de Na+ y Ia

excreción de K y H‘, Io cual produce un aumento en el volumen y la presión

sanguínea. Por último, los esteroides como Ia pregnenolona, progesterona, y

20a-hidroxi-pregnenolona, entre otros, constituyen los neuroesteroides del

sistema nervioso (LeGoascogne et a/., 1987; Mellon, 1994). Los principales

tejidos donde se sintetizan los esteroides son: el cuerpo Iúteo y Ia placenta

para los progestágenos, el ovario para los estrógenos, el testículo para los

andrógenos, la corteza adrenal para los glucocorticoides y

mineralocorticoides y el cerebro para los neuroesteroides.

La secreción de hormonas esteroides en los distintos tejidos responde a Ia

acción de diferentes ligandos. Por ejemplo, en las zonas fasciculata y

reticularis de la corteza adrenal, la producción de glucocorticoides es

regulada por la hormona adrenocorticotrófica (ACTH), mientras que la

secreción de aldosterona por las células de glomerulosa es estimulada por
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All, ACTH y por otro efector de naturaleza no proteica como el K‘ (Davis,

1975; Fraser et a/., 1979). Es interesante notar que aunque los mecanismos

de transducción de señales promovidos por estos agonistas son

esencialmente distintos, todos convergen en el paso enzimático limitante de

la síntesis de esteroides que es la conversión de colesterol en

pregnenolona.

A continuación se profundizará el estudio de los mecanismos de acción de

los ligandos involucrados en Ia síntesis de esteroides. En particular se hará

hincapié en las señales de transducción originadas por ACTH, LH,All y K.

Il-1 Mecanismo de señalización desde eI Iigando a Ia activación de
proteínas quinasas

ll-1.1Mecanismo de acción dela hormona Adrenocorticotrófica (ACTH)

lI-1.1.1Generalidades

La adrenocorticotrofina (ACTH) es secretada por los corticotropos

hipofisarios como respuesta a Ia estimulación por un péptido de 41

aminoácidos conocido como factor Iiberador de corticotropina (CRF, Saffran

et a/., 1955), que se generado en neuronas del hipotálamo (Harris, 1955).

Los tejidos blanco del ACTH está extendida a diversos tejidos, incluyendo Ia

corteza adrenal, eI tejido adiposo y el cerebro.

La principal respuesta celular desencadenada por la estimulación de las
células adrenocorticales con ACTHes el incremento de 10 a 15 veces en Ia

biosíntesis de corticoides (Hechler et a/., 1951) relacionado con la

disminución en el contenido de colesterol (Sayers et a/., 1944) y ácido

ascórbico (Sayers et a/., 1946), Ia estimulación de la actividad de la

colesterol esterasa (Shima et aI., 1972), el aumento en Ia utilización de

glucosa (Macho y Saffran, 1967) y Ia inducción coordinada de genes (Rice et

a/., 1989).
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|I-1.1.2ACTH:Relación entre estructura y actividad

La hormona adrenocorticotrópica (ACTH)es un péptido de 39 aminoácidos

que se origina a partir de una proteína precursora mayor, la pro­

opiomelanocortina (POMC) sintetizada y procesada en Ia adenohipófisis

(Eipper et al., 1976), de Ia cual se libera mediante desdoblamiento

proteolítico. A partir del mismo precursor también se producen varios otros

péptidos que tienen importancia biológica, entre ellos la B-endorfina, B­

Iipotrofina y las hormonas estimulantes de los melanocitos (a-MSH y [3­

MSH).

La especificidad funcional de la molécula reside en el extremo N-terminal

mientras que Ia porción C-terminal (a partir del aminoácido 25) no tiene un

rol biológico conocido y presenta un alto grado de heterogeneidad en las

distintas especies. De hecho, la pérdida de un único aminoácido en el

extremo N-terminal altera notoriamente Ia actividad biológica de Ia hormona,

mientras que Ia remoción de varios aminoácidos en el extremo C-terminal,

no tiene consecuencias importantes en la misma. El fragmento que

comprende los primeros 24 aminoácidos de Ia molécula de ACTH, ACTH1.24,

presenta una actividad biológica igual o aún ligeramente mayor que la

molécula completa. Una disminución de 6 aminoácidos en el tamaño del

péptido, de ACTH,.“ a ACTHHa, está asociada a una reducción, no a una

pérdida. de su actividad biológica (Seelig y Sayer, 1973). Además, se ha

observado que Ia actividad biológica se reduce paralelamente a la

disminución del número de aminoácidos del fragmento ACTHm al ACTHHB

(Li et al., 1961; Hofmann et al., 1962 y 1970). La presencia de los

aminoácidos básicos en las posiciones 15 a 18 (Lys-Lys-Arg-Arg)constituye

un importante sitio de afinidad en Ia molécula de ACTH y un requisito

estructural Ia conservación de la actividad biológica (Ney et al., 1965;

Hofmann et al., 1970). Sin embargo, a pesar de esto, el péptido ACTHHOes

capaz de estimular Ia síntesis de esteroides en ratas hipofisectomizadas

(Ney et al., 1965) o en suspensiones de células de la corteza adrenal
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(Schwyzer et al., 1971) cuyo es administrado en dosis altas. Los

aminoácidos en las posiciones 11 a 14 (Lys-Pro-VaI-Gly) influencian la

afinidad de la molécula por el receptor, pero ninguno es esencial para Ia

activación del mismo. Experimentos realizados con el péptido ACTH11-24

mostraron que aunque este no tiene actividad intrínseca per se, es un

antagonista competitivo del péptido ACTH1-24(Seelig et al., 1971).

Las observaciones anteriores indican que el centro activo de la molécula de

ACTH reside en los aminoácidos comprendidos entre las posiciones 1 y 10.

Experimentos realizados con péptidos sintéticos de distintas regiones de la

molécula de ACTH demostraron que, Ia secuencia de aminoácidos

comprendida entre las posiciones 6 y 9 (His-Phe-Arg-Trp)está directamente

involucrada en la activación del receptor (Fujino et al., 1971; Schwyzer et al.,

1971).

De Io anteriormente expuesto, se desprende que la hormona ACTH

pertenece a un grupo de hormonas polipeptídicas en las cuales un único

segmento de unos pocos aminoácidos de Ia cadena peptídica activa el

receptor, mientras que las otras regiones están involucradas en Ia

disposición de la molécula en el sitio de acción.

ll-1.1.3 Receptor de ACTH

Aunque el receptor de ACTH ha sido uno de los primeros receptores para

hormonas polipeptídicas en identificarse, la caracterización completa del

mismo ha sido realizada recientemente. La metodología utilizada para la

caracterización de la molécula receptora de ACTH incluyó técnicas de

marcación por fotoafinidad y cross-linking, lo que llevó a la identificación de

posibles proteínas receptoras cuyas masas moleculares oscilaron entre

40000 (Hofmann et al., 1988; Penhoat et al., 1993) y 100000

(Ramachandran et al., 1980). Por otra parte, los estudios de unión a
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receptores en células de adrenales bovinas indicaron la existencia de una

única clase de receptores de ACTH(Zhang et a/., 1993).

La secuencia del ADNc del receptor de ACTH bovino (EMBL, GenBank

X74501, Raikhinstein et al., 1994) mostró un marco de lectura abierto de 891

bp lo que corresponde a una proteína de 297 aminoácidos (Mr:33258). Esta

proteína es 81% homóloga a la correspondiente de adrenales humanas

(EMBL, GenBank X65635, Mountjoy et a/., 1992), siendo Ia homología

particularmente alta en el sitio de unión al ligando La secuencia de

aminoácidos contiene siete segmentos hidrofóbicos que posteriormente

fueron identificados como los siete dominios transmembrana. Por otra parte,

a diferencia de la mayoría de los receptores transmembranas acoplados a

proteínas G, el receptor de ACTH bovino y el humano presentan una

secuencia extracelular corta en su extremo N-terminal (de aproximadamente

20 aminoácidos) y un dominio intracelular pequeño en el extremo C-terminal.

El segundo lazo extracelular es reducido (11 aminoácidos) y el quinto

dominio transmembrana del receptor de ACTH humano es más corto que el

correspondiente bovino.

EI análisis de la estructura primaria mostró la presencia de dos sitios

consensos de fosforilación en el tercer lazo intracelular, uno para PKA

dependiente (R/K-R/K-X-X-S/T, Feramisco et a/., 1980) localizado en la

posición Ser-209 y otro para PKC (T-X-R, Woodgett et al., 1986) en Thr-204.

Se especula que estos sitios podrían actuar como sustratos intracelulares de

fosforilación. También se detectaron, un segundo sitio consenso de

fosforilación para PKC en la porción N-terminal (Thr-14) y uno para

fosforilación por caseína quinasa Il (CKII, S/T-X-X-D) en el segundo lazo
extracelular. En las secuencias estudiadas no se identificaron sitios de

fosforilación para quinasas de tirosina.

Las diferencias obtenidas en la masa molecular del receptor de ACTH, en

las distintas especies, por las técnicas bioquímicas respecto de Ia calculada
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a partir de su secuencia de aminoácidos podría explicarse por la

glicosilación del receptor en cualquiera de los dos sitios consenso (N-X-S/T)

presentes en la región N-terminal.

II-1.1.4EIsistema transductor de ACTHen Ia corteza adrenal

Se ha demostrado que la estimulación en la síntesis de esteroides es un

proceso mediado por la unión de Ia ACTH a su receptor, Ia transducción de

la señal a través de una proteína G estimulatoria (Gs), la activación de la

adenilil ciclasa, el incremento en los niveles de AMPc y Ia activación de la
PKA.

Tauton et al. describieron que la ACTHestimulaba la sintesis de esteroides

en fragmentos de adrenales por un mecanismo sensible al tratamiento con

tripsina, concluyendo que el primer paso en la acción de ACTH sobre Ia

esteroidogénesis es Ia unión de Ia hormona a un sitio accesible a Ia tripsina

en Ia superficie de las células adrenales (Tauton et al., 1967). Los estudios

de Schimmer et al. en una línea celular de tumor de adrenal (Y1) utilizando

ACTH inmovilizada a un polímero de celulosa, permitieron concluir que

además de ejercer su acción esteroidogénica a través de receptores

específicos localizados en Ia superficie celular, la molécula de ACTH no es

internalizada durante este proceso (Schimmer et al., 1968). Casi

simultáneamente se informaba que ACTH aumentaba los niveles de AMPc

en fragmentos de adrenales de rata (Grahame-Smith et al., 1967; Ney et al.,

1969), que este incremento precedía temporalmente los efectos de ACTH

sobre la esteroidogénesis adrenal (Grahame-Smith et al., 1967) y que estaba

asociado a la activación de la adenilil ciclasa ya que, preparaciones de

membrana plasmática de células adrenocorticales estimuladas con ACTH

producían un incremento en la concentración de AMPc (Grahame-Smith et

al., 1967; Hechler et al., 1969). Dado que Ia adenilil ciclasa asociada a

membrana es rápidamente activada por ACTH, se postuló que estas

moléculas deberían estar próximas una de otra.
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Por otra parte, el agregado exógeno de análogos del AMPc a células
adrenocorticales o a secciones de adrenales de rata estimulaba Ia

esteroidogénesis, reproduciendo de esta manera los efectos del ACTH

(Haynes et al., 1959; Birmingham et al., 1960; Ferguson, 1963; Karaboyas y

Koritz, 1965; Halkerston et al., 1966). Sin embargo, las relaciones

cuantitativas entre Ia acción de ACTH, la acumulación de AMPc y Ia

esteroidogénesis resultaron mucho más complejas.

En células adrenales de rata se demostró que ACTH estimulaba Ia

producción de esteroides y de AMPc generando curvas dosis-respuesta

paralelas (BeaII y Sayers, 1972; Mackie et al., 1972). Sin embargo, cuyo los
estudios sobre Ia síntesis de esteroides se realizaron con concentraciones

menores a Ia dosis media máxima de ACTH, no se observaron cambios

detectables sobre los niveles de AMPc. Para explicar estas observaciones,

se argumentó que los cambios en las concentraciones de AMPc ocurrían en

lugares discretos y que eran demasiado pequeños para ser detectados. En

consecuencia, se desarrolló la metodología para medir la cantidad de AMPc

unido a receptores citoplasmáticos con el fin de examinar la posibilidad de

que esta fracción representara con mayor exactitud la cantidad del

nucleótido cíclico importante para Ia esteroidogénesis (Podestá et al., 1979a;

Sala et al., 1979). Los estudios realizados por Podestá et al. demostraron

que el AMPc está altamente compartimentalizado (Podestá et al., 1979a).

Parte del AMPc intracelular generado en respuesta a un estímulo es

transportado activa o pasivamente al espacio extracelular tan pronto como

se alcanza una concentración intracelular mínima mientras que los depósitos

intracelulares son compartimentalizados. La mayoría de las moléculas de

AMPcson accesibles a las fosfodiesterasas, mientras que una fracción muy

pequeña del total está en equilibrio con el complejo AMPc/subunidad

reguladora de Ia PKA. El incremento en el AMPc unido a su receptor

intracelular se correlaciona con la estimulación aguda de la esteroidogénesis

en células adrenocorticales en todo rango de concentraciones de ACTH.
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Más aún, no es necesaria la ocupación de todos los sitios receptores

disponibles para lograr la producción máxima de esteroides. Este modelo

explica el hecho de que Ia síntesis de esteroides ocurra en ausencia de un

aumento medibles en los niveles de AMPc. Por Io tanto, en la síntesis de

esteroides estimula por ACTHno serían necesarias grandes cantidades de

AMPc, un pequeño aumento puede ser suficiente para cumplir la función
celular.

Experimentos realizados con células Y1 deficientes en las actividades de

adenilil ciclasa y PKA (Y1(cyc') y Y1(kin') respectivamente) permitieron
establecer el rol intermediario de estas enzimas en el mecanismo de acción

de ACTH. Las células Y1(cyc') estimuladas con análogos del AMPc

produjeron una respuesta esteroidogénica normal, o sea que no mostraron

alteraciones en Ia actividad de PKA. Sin embargo, la esteroidogénesis en

estas células ya no era estimulable por ACTH. Por otro lado, las células

Y1(kin') eran resistentes a los efectos de los análogos de AMPc sobre la

esteroidogénesis (Rae et a/., 1979). Estos estudios proporcionaron evidencia

experimental en favor del rol obligatorio de Ia PKA en eI control hormonal de

Ia esteroidogénesis adrenal.

EI rol intermediario de Ia proteína G estimulatoria en Ia transducción de la

señal de Ia ACTH también se demostró por la estimulación de Ia adenilil

ciclasa de células Y1 con toxina colérica (Rae et a/., 1979). Estos estudios,

se complementaron con los de Sáez et al. donde se describía el aumento en

los niveles de AMPc en preparaciones de membranas de células
adrenocorticales estimuladas con fluoruro, GTP o sus análogos no

hidrolizables (Sáez et a/., 1984).

Los eventos anteriormente descriptos ocurren también en otros tejidos

esteroidogénicos en respuesta a determinadas hormonas tróficas como se

desprende de experimentos realizados en una línea tumoral de células de

Leydig, MA-10, donde al ser transfectadas con una forma mutada de Ia
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subunidad regulatoria de tipo I de la PKA o con una fosfodiesterasa se

reduce la respuesta esteroidogénica a hCG (Ascoli y Wang, 1991). Estos

resultados indican que la formación de AMPc y la activación de la PKA son

eventos comunes en el mecanismo de acción de LHy ACTH, lo que ya había

sido demostrado en los experimentos de fusión de células realizados por

Podestá et al. (Podestá et al., 1984). En estos experimentos, células de

Leydig y de zona fasciculata adrenal fueron electrofusionadas y los fusatos

resultantes sintetizaron corticosterona y testosterona en respuesta al

estímulo de LH o ACTH respectivamente. Estos resultados sugieren que los

eventos desencadenados en respuesta al estímqu hormonal tienen
intermediarios comunes en el mecanismo de acción.

Con respecto al mecanismo de acción de la ACTH también se ha

demostrado que el Caz’ tendría un rol sinérgico y modulador de la acción de

ACTH, aunque en forma variable según el tipo celular y la especie. EI Ca2+

extracelular sería necesario para Ia unión de la hormona a su receptor

específico en la célula blanco (Ramachandran, 1984) y en un paso posterior

a la activación de la adenilil ciclasa (Podestá et al., 1980).

Se ha descripto que la formación del complejo hormona-receptor produce la

apertura de canales de Caz" dependientes de voltaje, generando un influjo

de Ca” en células adrenocorticales (Kojima et al., 1985a). Más aún, en

aquellos sistemas esteroidogénicos donde el aumento en la producción de

AMPc es consecuencia de la estimulación directa de Ia adenilil ciclasa (por

ej. con forskolina) no se produce influjo de Ca2+ a la célula. Se postuló

entonces que el receptor de ACTH actuaría acoplado a un canal de Ca2+a

través de una proteína G (Payet et al., 1987) y que el influjo de Ca2+

posiblemente active la CaMKllsinergizando los efectos esteroidogénicos en

respuesta al AMPc.

Además de Ia acciones a corto plazo sobre la síntesis de esteroides, ACTH

incrementa la capacidad esteroidogénica de la célula adrenal como
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consecuencia de los efectos a largo plazo sobre la sintesis de enzimas

involucradas en la esteroidogénesis. Si bien el mecanismo molecular de este

proceso sera descripto con mayor detalle en Ia próxima sección, vale

mencionar que el efecto crónico de ACTH involucra Ia expresión coordinada

de los genes que codifican para las P450hidroxilasas y que los factores de

transcripción involucrados responden a la cascada de señales AMPc/PKA.

Otros estudios, realizados en cultivo de células adrenocorticales humanas,

sugieren que Ia PKC cumple un rol modulatorio en el mantenimiento a largo

plazo de la esteroidogénesis inducida por ACTH (McAIlistery Hornsby, 1987

y 1988). Recientemente, se ha informado que en adenomas

adrenocorticales, ACTH induce la translocación de la PKCa y B del citosol a

la membrana plasmática y que en estas células, la secreción de cortisol

inducida por ACTH puede estar mediada por PKC (Ishizuka, 1997).

II-1.2Mecanismo de acción dela hormona Iuteinizante (LH)

ll-1.2.1 Generalidades

En todos los embriones de Ios vertebrados existe un grupo de células que se

diferencian durante las etapas iniciales del desarrollo como progenitoras de

los gametos. Estas células germinales primordiales se diferenciaran a

gametos maduros en las gónadas (ovario en las hembras y testículo en el

macho). Tanto el ovario como el testículo comparten homologías

estructurales y funcionales que incluyen además de Ia producción de

gametas y la regulación de la esteroidogénesis. Esta correlación entre

estructura y función ha sido determinada para Ia teca interna (en ovario) y

las células de Leydig (en testículo) y para las células de la granulosa en

ovario y las células de Sertoli en testículo. Además, se ha descripto que

tanto la teca interna como las células de Leydig tienen la capacidad común

de sintetizar y secretar esteroides en respuesta a LH.
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En el testículo, Ia síntesis de testosterona por las células de Leydig es de

fundamental importancia para Ia función de las células de Sertoli en la

espermatogénesis. En el ovario, Ia capacidad esteroidogénica combinada de

la teca interna y de las células de la granulosa resulta fundamental para Ia

gametogénesis. En cualquiera de los casos, el funcionamiento normal de las

gónadas es dependiente, entre otros factores, de las gonadotrofinas LH y

FSH sintetizadas y secretadas por la glándula pituitaria. Se han encontrado

receptores para LH en las células de la teca interna del ovario y en las

células de Leydig del testículo, mientras que para FSH en células de Sertoli

y de granulosa. En todas estas células, la regulación de la esteroidogénesis

se produce a través de diferentes mecanismos de señalización intracelular

los que, en algunos casos, resultan de Ia activación por un único Iigando.

En esta sección describiremos los mecanismos a través de los cuales LH

regula la esteroidogénesis ovárica y testicular.

ll-1.2.2Estructura dela molécula de LH

La molécula de LH es una glicoproteina de masa molecular aproximada de

30000. Esta formada por dos cadenas polipeptídicas distintas, a y B,

asociadas a través de interacciones no covalentes (Parsons et al., 1985).

Las subunidades a y [3contienen 89 y 129 aminoácidos y presentan una

masa molecular de 15750 y 15350 respectivamente.

Esta hormona se presenta altamente glicosilada. Su contenido de

carbohidratos representa entre el 15 y el 30% de su masa molecular. Estos

residuos están unidos a los grupos amida de la asparagina o a los grupos
hidroxilo de los residuos de serina o treonina a través de uniones N­

glicosídicas.

Los estudios funcionales de Ia molécula de LH permitieron establecer que Ia

subunidad B determina Ia especificidad biológica pero esto sólo es posible

en el contexto de la a. Por otra parte, se ha informado que la deglicosilación
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de las subunidades no conduce a un cambio en la estructura cuaternaria de

la hormona ni a Ia modificación de su afinidad, aunque si se ha informado de

una reducción significativa en Ia actividad estimulatoria sobre la adenilil

ciclasa y sobre Ia actividad esteroidogénica (Manjunath y Sairam, 1985).
Estas observaciones se discutirán en el contexto de las características del

receptor de LHen Ia siguiente sección.

|I-1.2.3 Receptor de LH

Los primeros estudios sobre el receptor de LH de ovario de rata resultaron

en la caracterización de diferentes polipéptidos de 75, 90 y 92 kDa (Podestá

et a/., 1986; Keinanen et a/., 1987; Ascoli y Segaloff, 1989). Otros estudios

demostraron que el receptor estaba predominantemente N-glicosilado

(Minegishi et a/., 1989).

La caracterización molecular del ADNc correspondiente permitió establecer

que el receptor de LH pertenecía a la familia de los receptores 7TMS. La

secuencia del polipéptido incluía un péptido señal de 26 aminoácidos,

seguido de un dominio extracelular de 341 residuos y un segmento de 333

aminoácidos que se distribuía espacialmente como los siete segmentos

transmembrana (Segaloff y Ascoli, 1993). Tanto el dominio extracelular como

el transmembrana presentan características estructurales únicas. El primero

incluye secuencias repetidas características de la familia de glicoproteínas

ricas en leucina (LRG), mientras que la región transmembrana presenta

homología con los genes que codifican para receptores acoplados a

proteínas G por ejemplo el receptor de la hormona estimuladora de Ia

tiroides. Estas evidencias permitieron postular que el receptor de LH surge

de la recombinación de los genes de los receptores acoplados a proteínas G

y de las LRG. Por otro lado, se han identificado múltiples especies de ARNm

para el receptor de LH que resultan del sp/icing alternativo del gen. Las

distintas variantes de ARNm se presentan con abundancia variable en las

gónadas de especies evolutivamentecercanas.
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El análisis de la estructura primaria del receptor de LH permitió identificar un

segmento citosólico rico en residuos de serina y treonina con potenciales

sitios de fosforilación por proteínas quinasas de serina (Sáez, 1994). La

porción extracelular contiene seis sitios consenso de glicosilación, los que

participarían en la modificación post-traduccional del receptor y serían los

responsables de las diferencias observadas entre Ia masa molecular del

receptor purificado y la deducida a partir de su estructura primaria.

Estudios con anticuerpos monoclonales que inhiben competitivamente la

unión del Iigando LH a su receptor llevaron a postular la existencia de dos

sitios de interacción de LHcon su receptor, de los que sólo uno sería el sitio

de unión funcional (Podestá et a/., 1984). Los resultados descriptos en la

sección anterior con respecto a la falta de efecto de la deglicosilación de LH

en su capacidad de unión al receptor pero el bloqueo completo de su

respuesta biológica, constituirían una evidencia adicional, y podrían

explicarse suponiendo que la modificación estructural de LH interfiere con su
interacción con el sitio funcional.

Il-1.2.4El sistema transductor de LHen las gónadas

Las gonadotrofinas regulan Ia esteroidogénesis a través de diferentes

mecanismos, siendo el más relevante aquel que involucra la formación de

AMPc a través de la estimulación de la adeniIiI ciclasa. En ovario y testículo,

la acción de LH lleva a Ia conversión del colesterol en esteroides de C21 y

C19 (Gore-Langton y Armstrong, 1988).

Los efectos esteroidogénicos de LH se inician por la interacción de la

hormona circulante a receptores de alta afinidad ubicados en la membrana

plasmática de Ia célula blanco (Catt et a/., 1972). La formación del complejo

hormona-receptor genera la activación de diferentes moléculas efectoras. Se

ha postulado que este proceso sólo se producirá si Ia interacción del

receptor de LHcon su Iigando genera la agregación y/o microdistribución de
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la molécula receptora. Las evidencias experimentales indican que estos

procesos pueden ser promovidos por la asociación o dimerización del

receptor en la membrana (Podestá et al., 1983 y 1986).

La unión de LH a su receptor 7TMS está asociada a un aumento en los

niveles de AMPc (Cooke et al., 1981; Adashi y Resnick, 1986), a la

activación de la PKA (Cooke et al., 1976; Podestá et al., 1978; Petersson et

al., 1988) y a la fosforilación de proteínas (Bakker et al., 1983). Al igual que

para el receptor de ACTH u otros 7TMS, la estimulación de la adenilil ciclasa

es mediada por una proteina G estimuladora. La participación de la misma

se demostró por el tratamiento de células de Leydig con toxina colérica o

análogos no hidrolizables del GTP que produjeron un aumento significativo

en los niveles de AMPc y de esteroides (Rommerts y Cooke, 1988). Por otro

lado, cuyo las mismas células son tratadas con un estimulador de la adenilil

ciclasa, como la forskolina, se produce un aumento en los niveles de AMPc y

en la biosíntesis de andrógenos (Adashi y Resnick, 1986). Más aún, Ia

forskolina reproduce la acción de LHsobre la esteroidogénesis confirmando

el rol intermediario del AMPc en la esteroidogénesis testicular.

En células de Leydig se han identificado las isoformas de tipo I y IIde la PKA

(Rommerts et al., 1974; Cooke et al., 1976; Podestá et al., 1976a,b y

1978a,b; Moger, 1991) postulándose que la diferente localización subcelular

de cada una de las isoformas limita la respuesta al sitio de estimulación

(Podestá et al., 1991). Si bien Ia activación de Ia PKA está claramente

establecida, aún no se han descripto en detalle los eventos celulares

siguientes a la activación de la quinasa y que llevan a la sintesis de
esteroides.

La acción de LHtambién se encuentra modulada por iones, en particular por

el Ca” Este ión participa en Ia estimulación de la adenilil ciclasa por LH en

ovario, en células de Leydig y en la teca (Veldhuis y Klase, 1982; Lee et al.,

1989; Levorse et al., 1991). Se postula que se requiere Ca” extracelular
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para obtener la respuesta esteroidogénica máxima a LH en células de

Leydig y se ha demostrado que los análogos del AMPc aumentan los niveles

intracelulares de Caz", sugiriendo aI AMPc como uno de los mediadores de

la acción de LH en Ia movilización de Ca2+(Sullivan y Cooke, 1986). Por otra

parte, se ha informado que Ia disminución en la concentración extracelular

de Ca2+por el agregado al medio de incubación de un quelante (EGTA) o de

un bloqueante de canales de Ca2+(verapamil) produce una atenuación en la

actividad esteroidogénica estimulada por LH, lo cual apoya Ia hipótesis del

rol intermediario del Ca2+(Levorse et a/., 1991).

En ovario se ha descripto Ia activación de la PLC en Ia vía de estimulación

de Ia producción de progesterona. En células de la granulosa de rata aislada
de foiículos maduros, el estímqu con LH muestra un aumento tanto en Ia

síntesis (Davis, 1983 y 1984a) como en Ia degradación (Davis, 1984b) de

fosfoinosítidos y un aumento en Ia concentración intracelular de Ca” En

células de Leydig, Ia adición de LH o análogos del AMPc provoca un

aumento en Ia producción de testosterona y una acumulación simultánea de

fosfolípidos (Lowitt et a/., 1982) y Ca2+ intracelular. Aunque estas

observaciones permiten establecer el rol intermediario de los fosfoinosítidos

en Ia movilización del Caz”, el mecanismo principal de regulación de los

niveles intracelulares de este ión Io constituye el sistema de la adenilil
ciclasa.

Por otro lado, la activación del recambio de fosfatidilinositoles conduce a la

liberación de DAG. Sin embargo, no se ha informado Ia estimulación directa

del DAG y/o activación de la PKC en células de Leydig estimuladas con LH

(Leung y Steele, 1992).

A pesar de las evidencias presentadas, Ia participación del Ca2+ y la
activación de la PLC en el mecanismo de acción de LH en células de Leydig

siguen siendo controvertidas. Trabajos de Wang y Ascoli, realizados sobre
una línea tumoral de células de Leydig (MA-10) salvaje y otra con la
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subunidad regulatoria de la PKA tipo | mutada demostraron que en estos

sistemas, Ia síntesis de esteroides inducida por LH, resulta únicamente vía

AMPc (Wang y Ascoli, 1990). En trabajos previos, los mismos autores

demostraron que LH no activa a la PLC y que la activación de esta enzima

por otros Iigandos no resulta en un aumento de Ia síntesis de esteroides;

más aún, la remoción del Ca2+ extracelular no afectaría la respuesta

esteroidogénica de LH (Ascoli et al., 1989).

En conclusión, se ha demostrado exhaustivamente Ia participación de Ia

PKA en el mecanismo de acción de LH; resta por dilucidar la posible

participación de la PKC en este mecanismo. La activación de quinasas,

según se ha descripto, llevará a Ia fosforilación de distintos sustratos

celulares, necesarios para activar Ia síntesis de esteroides.

II-1.3Mecanismo de acción de Angiotensina II(AII)

lI-1.3.1Generalidades

La All es uno de los mayores reguladores hormonales de la homeostasis

cardiovascular y de Ia secreción de aldosterona en células de Ia glomerulosa

adrenal. La hormona actúa en diversos tejidos como el músculo liso, riñón,

cerebro, útero, placenta y células hepáticas en los que cumple diferentes
funciones tales como controlar el tono muscular, estimular el crecimiento de

los tejidos, la actividad neuronal y la regulación de la secreción de
esteroides.

lI-1.3.2Estructura dela molécula de All

La síntesis de All se produce como respuesta a una disminución tanto en los

niveles circulantes de Na+como de la presión y el volumen sanguíneos. La

All es un octapéptido generado por ruptura proteolítica del angitensinógeno,

una az-globulina sintetizada en el hígado. Las células yuxtaglomerulares del

riñón secretan una proteasa, la renina, que actúa sobre el angitensinógeno
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produciendo el decapéptido Angiotensina I (AI, DRVYIHPFHL),un precursor

hormonalmente inactivo. La posterior remoción de dos aminoácidos del

extremo C-terminal del decapéptido Angiotensina I por acción de la enzima

convertidora da origen al octapéptido AII (DRVYIHPF). La enzima

convertidora es una glicoproteína presente en pulmón, células endoteliales y

plasma. En algunas especies, Ia All es convertida al heptapéptido

angiotensina III (AIII, RVYIHPF) por acción de una aminopeptidasa. Tanto

All como AIII resultan potentes estimulantes de Ia producción de

aldosterona. Ambos péptidos, son inactivados con rapidez por

angiotensinasas.

II-1.3.3Receptor de AII

Como toda hormona peptídica, la All se une específicamente a receptores

de alta afinidad ubicados en Ia membrana plasmática (Lin y Goodfriend,

1970). La molécula receptora ha sido extensamente estudiada debido a las

variedad de respuestas celulares que se suceden luego de Ia formación del

complejo hormona-receptor.

En los últimos años, se ha establecido la heterogeneidad del receptor de AII.

Los estudios farmacológicos y bioquímicos permitieron por un lado,

confirmar Ia existencia de dos grandes grupos de receptores, los de tipo 1

(AT1)y los de tipo 2 (ATz)(Whitebread et al., 1989) y por otro, permitieron
conocer la distribución tisular de cada una de las variantes en las distintas

especies.

Se ha informado que en la corteza adrenal de la mayoría de las especies,

los receptores de All son casi exclusivamente del tipo AT1aunque se han

descripto casos en los que la proporción de ambos subtipos es mayor

(Timmermans et al., 1993). EI subtipo ATz ha sido también localizado en

tejidos como la médula adrenal, el cerebro y el útero. Recientemente, se ha

descripto un nuevo subtipo de receptor de All en la corteza adrenal
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denominado AT...cuya única característica conocida es Ia mayor afinidad por

el hexapéptido 3-8 de la AIIque por Ia misma AII (Harding et a/., 1992; Jarvis

et al., 1992; Swanson eta/., 1992).

La caracterización del gen del receptor AT1 de la corteza adrenal bovina

demostró una secuencia codificante que corresponde a una proteína de 359

aminoácidos, de masa molecular 41000, que incluye siete potenciales

dominios transmembrana, tres sitios de N-glicosilación en las regiones

extracelulares y varias secuencias consenso de fosforilación por proteínas
quinasas de serina y tirosina en los dominios intracelulares (Sasaki et a/.,

1991). Más recientemente, se ha informado que en Ia corteza adrenal de

rata y en otros tejidos existen dos subtipos diferentes de receptores AT1

denominados ATM y AT1B(Elton et al., 1992; Iwai y Inagami, 1992; Kakar et

a/., 1992; Syberg et a/., 1992). EI estudio molecular de estos dos subtipos

reveló una identidad del 95% en la secuencia de aminoácidos, sin embargo,

la secuencia de los respectivos genes presentó importantes diferencias en

las regiones 5’ y 3’ no codificantes (Bernstein y Alexyer, 1992) sugiriendo

una expresión diferencial de los mismos. El subtipo AT“; es el que se

expresa preferencialmente en la glándula adrenal.

Los receptores AT; han sido clonados y su estructura primaria deducida. Se

trata de una proteina de 363 aminoácidos que presenta una disposición

espacial semejante a Ia de los receptores 7TMS. Sin embargo, resulta sólo

32-34% idéntica respecto del subtipo AT1(Kambayashi et al., 1993).

Il-1.3.4El sistema transductor de Allen Ia corteza adrenal

En Ia actualidad no existen dudas del roI intermediario de Ia PLC en la

síntesis de aldosterona inducida por Allen la zona glomerulosa de Ia corteza

adrenal. Se sabe además, que Ia actividad hidrolítica de la PLC sobre el PIPz

lleva a la formación de |P3 y DAG y que el efecto de AII sobre Ia formación

de IP3está mediado por una proteína G. Esta última afirmación, se basa en
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experimentos realizados con células de la granulosa electropermeabilizadas,
donde los análogos no hidrolizables del GTP aumentaron los niveles

intracelulares de ng, implicando la existencia de una proteína G en la

transducción de la señal desde el receptor al efector.

La respuesta esteroidogénica a All en la zona glomerulosa de la corteza

adrenal está mediada por dos proteínas G. A bajas concentraciones de la

hormona, la síntesis de aldosterona se produce a través de la activación de

la PLC mediada por una proteína G insensible al tratamiento con toxina

pertusis, Ia Gq (Hausdorff et al., 1987; Baukal et al., 1988) pero cuyo la

concentración de All es supramáxima, la atenuación de la respuesta

esteroidogénica está mediada por una proteína G diferente que resulta

sensible a toxina pertusis (Hausdorff et al., 1987). También se ha informado

que Ia toxina pertusis actúa inhibiendo la entrada de Ca2+inducida por All

sin modificar los niveles de inositol trifosfato (Kojima et al., 1986a) e

inhibiendo Ia adenilil ciclasa probablemente a través de Ia activación de una

proteína G del tipo G¡(Woodcock y Johnston, 1984; Hausdorff et al., 1987).

El estímulo con AII conduce a Ia rápida acumulación de IPs, que es luego

metabolizado a diferentes productos. Algunos de estos metabolitos, como

los isómeros del lPa, aparecen a tiempos cortos sugiriendo que ambas

isoformas están metabólicamente relacionadas (Baila et al., 1986; Rossier et

al., 1988). La existencia de otros productos más fosforilados sensibles a Ia

hormona, como por ej: |ns(1,3,4,5)P4 y los isómeros de los inositoles

tetraquisfosfato (Balla et al., 1987) y pentaquisfosfato (Balla et al., 1989)

revelan la complejidad del metabolismo de los inositoles fosfato y el rol

fundamental que deben cumplir las proteínas quinasas y fosfatasas para

regular los niveles de estos metabolitos.

Debido a Io complejo del sistema, sólo se ha definido con claridad Ia función

intracelular del |P3. Esta molécula es la mediadora en la liberación de Ca2+

de Ia reservas intracelulares (Kojimaet al., 1984) y ejerce su acción a través
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de la unión a receptores especificos (Baukal et al., 1985; Guillemette et

a/.,1987) localizados en una organela relacionada al retículo endoplásmico
(Rossier el al., 1989).

Concomitantemente con la producción de IP3, All estimula Ia formación de

DAG, un activador endógeno de la PKC (Kojima et al., 1986b). La

participación de esta enzima en la secreción de aldosterona es actualmente

motivo de controversia. Se ha informado que la estimulación de células de Ia

granulosa bovina con All produce una redistribución de la actividad de PKC

del citosol a las membranas (Lang y Vallotton, 1987). Se han descripto por Io

menos tres isoformas diferentes de PKC en zona glomerulosa de rata, a, 6,

a, aunque la función de cada una de ellas en Ia esteroidogénesis aún no ha

sido establecida (Capponi et al., 1994). Tampoco está claro el mecanismo

por el cual Ia hormona induce la translocación de la PKC, aunque se cree

que en este proceso estaría involucrado el DAG.EItratamiento de células de

glomerulosa con ésteres de forbol (PMA), un activador de la PKC, induce la

translocación de la enzima y este efecto no puede ser reproducido ni por K"

ni por agentes promotores del aumento en los niveles citosólicos de Caz“. A

pesar de que es claro que All causa la translocación de la PKC y

probablemente su activación en Ia zona glomerulosa de adrenal de rata, aún

no se ha establecido si esta activación es parte del mecanismo de síntesis
de aldosterona.

Estudios recientes indican que PKC no sólo participaría en la fase sostenida

de Ia esteroidogénesis, sino también en la respuesta inicial a AII (Kojima et

al., 1994).

La identificación de los sustratos endógenos de Ia PKC en células de Ia zona

glomerulosa parecería ser un paso esencial para el esclarecimiento de la
función de Ia enzima en la activación de la síntesis de esteroides.
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Como se mencionó anteriormente, el tratamiento de las células de

glomerulosa con All provoca un aumento inmediato de los niveles citosólicos

de Ca2+ Este aumento se debe a la liberación de Ca2+del compartimento

intracelular durante Ia fase temprana de la respuesta, o bien al influjo de

Ca2+extracelular en la última fase de la respuesta (Barret et al., 1988). Se

han propuesto tres vías diferentes de entrada de Ca2+a las células de Ia

zona glomerulosa luego de Ia estimulación con All: (1) los canales de Ca2+

operados por voltaje (VOC); (2) los canales de calcio activados por la

liberación de Ca2+ intracelular mediada por la generación de |P3 (CRAC),

esta es la via mas importante de entrada de calcio activada por la hormona

(Burnay et al., 1994); y (3) el intercambiador Na‘lCa2+(Hunyady et al., 1988).

Además, se ha demostrado que All despolariza las células de zona

glomerulosa lo suficiente como para abrir canales de Ca” de bajo umbral

tipo T (Quinn et al., 1987) y que este efecto se debería al bloqueo de los

canales de K+posiblemente por acción de la PKC (Lobo et al., 1990).

Il-1.4Mecanismo de acción del IC

Se ha informado que el K estimula Ia secreción de aldosterona en células

de la glomerulosa adrenal (Williams y Braley, 1977) y que a diferencia de

otros secretagogos, el K extracelular actúa a nivel de la membrana

plasmática alterando Ia fuerza conductora para este ión con la consecuente

modificación del potencial de membrana (Quin et al., 1987). La

despolarización de la membrana observada en respuesta al K+se traduce en

la activación de canales de Ca2+voltaje-dependientes (Kojima et al., 1985b)

del tipo de bajo umbral (Johnson et al., 1989). Este evento constituye el paso

inicial en la transducción de la señal El incremento en el influjo de Ca”,

produce un aumento en la concentración citosólica de Caz” libre que se

correlaciona con la producción de aldosterona (Williams y Braley, 1977;

Capponi et al., 1984; Connor et al., 1987), siendo este aumento rápido y
sostenido mientras dura la estimulación.
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Se especula que la acción del K es a través de la activación de Ia CaMKlIy

posterior fosforilación de proteínas (Elliotet al., 1993).

II-2Principales proteinas quinasas involucradas en eI mecanismo de
acción delas hormonas esteroidogénicas

|I-2.1Proteína quinasa dependiente de AMPc(PKA)

Esta proteína, en mamíferos y en su estado inactivo, es un tetrámero

constituido por dos subunidades regulatorias (R) y dos catalíticas (C) (Corbin

et al., 1978). La activación de la quinasa se produce cuyo dos moléculas de

AMPc se unen a cada una de las subunidades R provocando una

disminución en la afinidad por las C (Doskely et al., 1993). De esta forma, se

produce Ia disociación de la holoenzima en un dímero de subunidades R y

dos monómeros C (Flockhart et al., 1982) que en presencia de ATP/Mg”

transfieren catalíticamente el y-fosfato del ATP a un residuo de Ser/Thr

incluído en la secuencia consenso, RRXS/TX, dentro del sustrato (Edelman

etal., 1987; Francis y Corbin, 1994).

Existen descriptas en mamíferos dos formas principales de PKA (tipos I y II)

que se distinguen entre sí por su comportamiento en una columna de DEAE­

celulosa, su especificidad por análogos de AMPc y su capacidad de

autofosforilación (Nairn et al., 1985). EI estudio de las características físico­

químicas de las subunidades reveló que, a pesar de las ligeras diferencias

estructurales e independientemente del tipo de PKA, las subunidades C

serían idénticas (Zoller et al., 1979).

Las principales diferencias estructurales y funcionales entre las quinasas de

tipo l y lI parecen deberse a las diferentes características de las

subunidades R de tipo l (43 kDa) y ll (45 kDa). Ambas subunidades forman

complejos con las mismas isoformas de C por Io tanto, la activación de

cualquiera de las holoenzimas y consecuente liberación de C llevaría,

siempre que existiera una igual distribución de todos los componentes
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dentro de Ia célula, a la fosforilación del mismo sustrato (Doskely et al.,

1993). Aparentemente, las subunidades R son homodimerizadas a través de

interacciones entre las regiones N-terminales de los monómeros (Takio et

al., 1984). Además, mientras la región N-terminal determina Ia localización

subcelular de R (Scott et al., 1990), el extremo C-terminal participa en Ia
acción ¡nhibitoria de R sobre C.

Se han descripto diferentes isoformas de cada una de las subunidades R

(Rla, RIB, Rlla y RIlB), las cuales serían el resultado de la expresión de

genes diferentes (Beebe y Corbin, 1986; McKnight, 1991). La expresión de

las distintas isoformas de subunidades R varía según Ia especie y en los

diferentes tejidos. Así, mientras Ia subunidad Rla se expresa en Ia mayoría

de los tejidos, la subunidad RIIBestá selectivamente expresada en sistema

nervioso central, tejidos neuroendócrinos, células de Sertoli, células de la

granulosa de ovario (Jahnsen et al., 1980) y pulmón (Robinson-Steiner y

Corbin, 1983).

Se ha determinado, que la localización subcelular de Ia PKAdepende de sus

subunidades R. Aunque ambas isoformas de R son predominantemente

citoplasmáticas, ciertos tejidos contienen hasta un 75% de RII asociada a la

fracción particulada (Scott et al., 1990). Esta asociación se debe a la

existencia de una familia de proteínas de anclaje denominadas AKAPs (A

kinase Anchoring Proteins) (Hirsch et al., 1992) que varían en tamaño,

estructura primaria (Bregman et al., 1989 y 1991) y afinidad por Rlla y RIIB

(Leiser et al., 1986) y que están presentes, entre otros, en el citoesqueleto y

en el aparato de Golgi (Nigg et al., 1985).

La subunidad C tiene un centro catalítico que se encuentra altamente

conservado en todas las quinasas (Hanks et al., 1988). El análisis de Ia

estructura primaria determinó que el sitio de unión al ATP se encuentra en Ia

porción N-terminal y que Ia unión al sustrato, próxima al extremo C-terminal,
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se daria sólo en el contexto de dos aminoácidos ácidos y en Ia Thr-197 de Ia
molécula.

Se ha informado que Ia subunidad C purificada de mamíferos presenta dos

fosfatos unidos covalentemente en los residuos de Thr-197 y Ser-338 que

son inaccesibles al tratamiento con fosfatasas y que se cree son

incorporados por modificación post- o co-traduccional en Ia proteína, aunque

no puede descartarse un proceso autocatalítico. Un tercer residuo, Ser-10,

puede ser fosforilado ¡n vitro. La fosforilación disminuye los Kmsde Ia enzima

tanto por el sustrato como por el ATP (Toner-Webb et al., 1992; Steinberg et

al., 1993).

En los mamíferos, Ia subunidad C se presenta como tres isoformas: la Ca,

C812 (producto del sp/¡cing alternativo del ARNm) y la Cy. Las isoformas Ca

y CB han sido clonadas en varias especies y presentan un 98% de

homología de secuencia (Uhler et al., 1986a,b) mientras que la Cy, cuya

expresión parece estar restringida al testículo, es 80% homóloga a las

anteriores (Beebe et al., 1990; Foss et al., 1992). Teniendo en cuenta las

isoformas presentes de cada una de las subunidades R y C de la PKA se

puede predecir Ia existencia de múltiples holoenzimas cuya expresión,

regulación y afinidad por el sustrato sean diferentes.

La actividad de Ia PKA eucariótica puede ser inhibida por un

heptadecapéptido, antagonista competitivo del sustrato, denominado PKI (5­

24, TTYADFIASGRTGRRNAIHD)(Demaille, 1977; Walsh y Glass, 1991) que

presenta un sitio de pseudosustrato (RRNAI)en el extremo C-terminal y una

estructura de a-hélice anfipática en Ia porción N-terminal. La interacción

entre PKIy las subunidades Ca o CBes a través de los residuos de Phe-10,

Arg-18, Arg-19, lle-22 y en menor grado por Arg-15 (Kemp, 1994). La

inhibición de la actividad se produce por Ia interacción de la Phe-1O del PKI

a Ia porción hidrofóbica de Ia subunidad C constituida por Tyr-235, Arg-133 y

Phe-239 y por las interacciones de las Arg-18 y Arg-19 del PKI con los
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residuos de GIu-127, Asp-329, GIu-331 y GIu-170, GIu-230 de Ia subunidad
regulatoria Ca.

Los residuos de contacto están conservados en las subunidades C de

muchas especies y se encuentran presentes en las proteínas quinasas

dependientes de GMPc sugiriendo un posible rol regulatorio del PKI sobre
este tipo de quinasas.

Il-2.2Proteína quinasa C (PKC)

Una de las proteínas quinasas de serina más importantes descriptas,
además de Ia PKA, es Ia PKC. Los estudios moleculares de la PKC

condujeron a la caracterización de nueve ADNccorrespondientes a distintas

isoformas de Ia enzima cuya expresión es propia de diferentes especies,

tejidos y líneas celulares (Nishizuka, 1988). El conjunto de estas isoformas

puede dividirse en dos grupos principales: las PKCs convencionales o

dependientes de Ca2+(cPKC) donde se incluyen a las isoformas a, BI,Bll, y y

y las noveles o independientes de Ca” (nPKC) que involucran a Ia isoformas

6, s. C. n y 9 (Ohno et a/., 1991).

El estudio de Ia estructura primaria de estas enzimas permitió establecer que
todas las isoformas de PKC consistían de una única subunidad proteica que

incluía dominios conservados, presumiblemente funcionales (C1-C4), y

dominios variables (V1-V5) de función no definida (Coussens et a/., 1986).

En todas las isoformas de PKC, las regiones C3-V5 de Ia porción C-terminal

constituye eI dominio catalítico, el cual está separado de la porción

regulatoria N-terminal por la región V3.

El dominio V1, ubicado en la región N-terminal de todas las isoenzimas del

tipo cPKC, constituye una secuencia corta de aproximadamente 20
aminoácidos a Ia cual no se le ha atribuido ninguna función específica. Sin

embargo, se especula que en las isoformas nPKC esta región puede
modular Ia función de los dominios conservados.
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Mientras el dominio C1 incluye dos motif característicos de unión al ADN y

está presente en todas las PKCs, Ia región C2 que contiene el dominio de

unión al Ca2+sólo se encuentra en las cPKCs (Ohno et al.,1988). El dominio

V3 constituye la región bisagra de la molécula y separa los dominios

catalíticos de los regulatorios. Esta región es sensible a la ruptura

proteolítica por tripsina o calpaína I y II. EI tratamiento con cualquiera de

estas proteasas conduce a la activación en forma constitutiva de Ia quinasa

(Kishimoto et al., 1983). La región C3 contiene Ia secuencia consenso de

unión al ATP XGXXGX16KXcaracterística de las proteínas quinasas (Kemp y

Pearson, 1990; Taylor et a/., 1990). La región C4 contiene el sitio de unión al

sustrato y la región de transferencia del fosfato. Además, en todas las
isoenzimas de Ia PKC existe una distancia conservada de 105-108

aminoácidos (113 en PKCy) entre el final del sitio de unión al ATP y eI

comienzo de la región de transferencia del fosfato.

EI modelo de activación de las cPKCs implica los siguientes eventos: (1) Ia

generación de DAG e IP3como resultado de Ia hidrólisis del PIPz por la PLC,

(2) la liberación de Ca2+de las reservas intracelulares, (3) Ia unión del Caz‘ a

la región 02 de la PKC y (4) la consecuente translocación a la membrana

plasmática, donde es activada por Ia unión del DAG y Ia fosfatidilserina al

dominio C1 (Bell y Burns, 1991). En este modelo, los ésteres de forbol

pueden imitar Ia acción del DAG y por su persistencia en la membrana

celular, llevar a Ia activación de la PKC por largo tiempo (Gschwendt et a/.,

1991).

El único requerimiento para la activación de las nPKC es el DAG o los

ésteres de forbol y Ia fosfatidilserina (Liyanage et a/., 1992). La excepción la

constituye la PKCCque exhibe una actividad constitutiva de quinasa.

La mayoría de las proteínas quinasas descriptas exhiben autofosforilación, la

cual no está necesariamente ligada a la modulación de la actividad de

quinasa (Millery Kennedy, 1986). La autofosforilación ha sido informada en
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todas las formas conocidas de PKC (Hug y Sarre, 1993 y sus citas). En

particular, el estudio de las distintas isoenzimas de cPKC ha revelado que se

trata de una reacción intramolecular en los residuos de Ser y Thr de los

dominios regulatorios y catalíticos (Huang et al., 1986; Mocth-Rosen y

Koshly, 1987).

Un estudio realizado sobre Ia PKC BII (Flint et al., 1990) reveló ciertas

caracteristicas interesantes de Ia autofosforilación: (1) todos los residuos

fosforilados se encuentran en las regiones variables de la PKC, (2) el

contexto de aminoácidos que los rodea no exhibe ninguna secuencia

consenso; (3) la distribución de los sitios de autofosforilación sobre las

regiones N-terminal, bisagra y C-terminal sugieren la proximidad de estas

regiones al centro catalítico de Ia PKC y apoya Ia hipótesis de un

plegamiento parcial o total de la proteína como prerequisito para la

autofosforilación (Bell y Burns, 1991). Se postula que la función de la

autofosforilación en estas enzimas estaría relacionada con la especificidad
de sustrato o Ia translocación.

La distribución tisular de las isoenzimas de Ia PKC ha sido determinada por

Northern y Western bIot. Las isoformas a, BI, BII, 6, e, C parecen estar

ubicuamente distribuidas, por ej. en cerebro, pulmón, bazo, timo y piel

(Nishizuka, 1988; Wada et al., 1989; Ohno et al., 1991; Wetsel et al., 1992)

mientras que la PKCyestá exclusivamente expresada en el sistema nervioso

central (Nishizuka, 1988; Ohno et al., 1991), la PKCn se expresa

preferentemente en pulmón y piel (Osada et al., 1990; Bacher et al., 1991) y

la PKCOprincipalmente en músculo esquelético (Osada et al., 1992).

La distribución, cantidad y número de las diferentes formas de PKC

expresadas en un determinado tejido varia según el estado de su desarrollo

(Nishizuka, 1988). Estas observaciones sugieren la existencia de un cierto

conjunto de isoenzimas de PKC que garantizan Ia secuencia ordenada de
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eventos de proliferación y diferenciación que lleva al mantenimiento de las

características de un tejido determinado.

||-2.3 Proteína quinasa dependiente de Ca”/ calmodulina (CaMKII)

El aislamiento y Ia caracterización de proteínas quinasas dependientes de

Gay/calmodulina en cerebro de rata, hígado y múscqu esquelético de

conejo, permitió identificar una nueva clase de enzimas distintas de las

MLCK(myosin light chain kinase).

Esta enzima llamada CaMKII ha sido purificada a partir de numerosas

fuentes. En el cerebro, donde existe en altas concentraciones, se encuentra

principalmente asociada a membrana o a estructuras del citoesqueleto,

aunque una proporción menor se encuentra en el citosol (Ouimet et al.,

1984; Sahyoun et al., 1984; Edelman et al., 1985).

La CaMKII consiste de una subunidad a de 49-55 kDa y un dímero B/B’de

60/58 kDa (Fukunaga et al., 1982; McGuiness et al., 1983 y 1985). Ambas

subunidades, son dependientes de calmodulina y se autofosforilan. La

calmodulina es un miembro de una familia de proteínas que unen Ca”,

siendo su distribución ubicua en células eucariontes. Es una proteína de 17

kDa (148 aminoácidos) compuesta por dos dominios globulares unidos por

una ot-hélice. Cada dominio contiene dos sitios de unión a Caz’ y la unión del

ión resulta de un efecto cooperativo. La unión del Caz" a los dos últimos

sitios activa la calmodulina que es capaz de estimular una variedad de

enzimas. La CaMKII tiene un K"1bajo por el ATP (7-109 uM) y una afinidad

alta Kal(10-123 nM) por Ia CaM (Yamauchi y Fujisawa 1983; Schulman,

1984).

La CaMKIIreconoce varias secuencias consenso de las cuales una resulta

homóloga a Ia de Ia PKA y MLCKy por tal razón es capaz de fosforilar los

mismos sustratos (Ahmad et al., 1982; McGuiness et al., 1983; Payne et al.,
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1983). Sin embargo, la fosforilación del residuo de Ser/Thr sólo se realiza en

presencia de una Arg en la posición -3 del residuo fosfoaceptor.

Se han identificado otras dos Caz’ICaM quinasas llamadas I y lll. La CaMKl

se identificó en cerebro como un monómero de 37-42 kDa mientras que la

expresión de la CaMKIII es mayoritaria en el páncreas y el músculo

esquelético.

ll-2.4Sitios comunes de acción de los diferentes agonistas que regulan
Ia esteroidogénesis

Hasta aquí hemos descripto algunos de los mecanismos de transducción de

señales que conducen a la síntesis de esteroides. Se ha demostrado que

tanto LH como ACTH activan la adenilil ciclasa produciendo un aumento en
los niveles intracelulares de AMPc con la consecuente activación de Ia PKA.

All actúa a través de una proteína efectora diferente, Ia PLC, que genera lPa

y DAGproduciendo un aumento intracelular de Ca”, lo que se traduce en la
activación de la PKC. Por otro lado, las variaciones en las concentraciones

extracelulares de K' se reflejan en la despolarización de la membrana

plasmática y la apertura de canales de Ca2+ dependientes de voltaje,

generando un influjo de Ca2+que probablemente impulse Ia activación de
CaMKII.

Sea cual fuere el agonista que promueve la respuesta fisiológica en los

distintos órganos blanco, todos los procesos celulares generados a partir de

la producción de segundos mensajeros convergen en la activación de

diferentes proteínas quinasas. Es evidente que en los distintos tejidos

esteroidogénicos, la producción de hormonas esteroides en respuesta al

estímulo por diferentes agonistas debe necesariamente contener sitios de
acción comunes. Uno de estos eventos, podría ser la existencia de una

proteína sustrato de las diferentes proteínas quinasas e intermediaria común
en todos los mecanismos de acción.
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IllEI ácido araquidónico z sus metabolitos en Ia síntesis de hormonas
esteroideas

III-1Generalidades

En tejidos endócrinos como la corteza adrenal, células de Leydig y de la

granulosa, islotes de Langerhans y diferentes tipos celulares de la

adenohipófisis, los metabolitos del ácido araquidónico (AA) son

intermediarios obligatorios en Ia respuesta celular a Ia acción hormonal

(Canónico et a/., 1983; Dix et a/., 1984; Kojima et a/._ 1985b; Solano et a/.,

1987 y 1988; Dada et a/., 1996; Van Voorhis et a/., 1993; Vlaskova y Knepel,

1984; Naor et al., 1985; Metz et al., 1982; Turk et al., 1984).

Se ha descripto que Ia activación de varios tipos de receptores produce la

liberación de AA a partir de los fosfolípidos de membrana (Burgoye y

Morgan, 1990). En este sentido, se ha postulado que este metabolito

constituye un segundo mensajero ya que su aumento intracelular puede

reproducir los efectos hormonales, en tanto que la inhibición de su liberación

o metabolismo bloquea la respuesta final del sistema y su agregado exógeno

revierte la inhibición producida por los inhibidores de su liberación (McPhaiI

et al., 1984; Murakami y Routtenberg, 1985; Naor, 1991).

El AA y sus metabolitos (eicosanoides) pueden actuar como mensajeros

intra e ¡ntercelulares El AApuede activar directamente a algunas proteínas

quinasas o bien puede ser metabolizado a prostaglandinas, tromboxanos,
Ieucotrienos, hidroperóxidos o epóxidos, potentes mediadores de la

respuesta celular que intervienen en procesos tan diversos como la

agregación plaquetaria, el shock anafiláctico, la inflamación, termogénesis,

en la relación huésped-parásito y en el catabolismo de Iipoproteínas.



lll-2Síntesis del ácido araquidónico (AA)

El AAse sintetiza a partir de ácidos grasos poliinsaturados esenciales de la

familia del ácido Iinoleico (18:2, A9”). Los mamíferos tienen la A9desaturasa

y por lo tanto son capaces de sintetizar completamente la serie del ácido

oleico o Ia familia de ácidos grasos insaturados mediante una combinación

de alargamiento de Ia cadena y desaturación. Sin embargo, son incapaces

de sintetizar ácidos Iinoleico o a-Iinolénico por carecer de las desaturasas

necesarias. Estos a'cidos grasos deben ser suministrados en la dieta para

poder realizar la síntesis de los demás miembros de las series de los ácidos

grasos poliinsaturados.

El linoleato es convertido en araquidonato a través de un proceso que

involucra sucesivas reacciones de elongación y desaturación. EI linoleato se

desatura por acción de Ia A6desaturasa dando origen al y-Iinolenato que

contiene tres dobles Iigaduras (18:3, A69"). La elongación de este ácido

graso por adición de una unidad de dos carbonos del malonil-CoA en el

sistema microsómico de alargamiento de las cadenas, da origen al dihomo-y­

Iinolenato de 20 carbonos (20:3, A°'”'”). Finalmente, Ia síntesis del

araquidonato (20:4, A5'8'11'”)resulta de la posterior desaturación de este

ácido graso por la A5desaturasa (Myon et al., 1986).

III-3Sistemas involucrados en Ia liberación de ácido araquidónico

Probablemente, dada la función del AAen el metabolismo celular, los niveles

de AA libre son cuidadosamente regulados a través de diferentes sistemas.

Los mecanismos que intervienen en el mantenimiento de los niveles de AA

libre, involucran la activación de la fosfolipasa A1,A2, C y D.

El AA puede ser generado por acción de la PLA. sobre los fosfolípidos o el

ácido fosfatídico. La PLA; como enzima efectora (Axelrod et al., 1988;

Axelrod, 1990) cataliza la hidrólisis del enlace éster en la posición 2 de los

glicerofosfolípidos como Ia fosfatídilcolina, fosfatídilserina,
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fosfatídiletanolamina, fosfatídilinositol, ácido fosfatídico y plasmalógenos

produciendo AA libre y lisofosfolípidos.

Otros mecanismos de liberación de AA, incluyen Ia activación de la PLC

como consecuencia de la formación del complejo hormona-receptor y a

través de una proteína transductora G. Uno de los productos que resultan de

esta interacción es el DAG, fuente importante de AA (Lapetina, 1982). La

acción de la PLD sobre los glicerofosfolípidos genera ácido fosfatídico a

partir del cual puede también obtenerse AA (Exton, 1990). Existen

evidencias que indican que los niveles de AA libre también pueden ser

modificados alterando su captación a través de receptores para lipoproteínas

de baja densidad (Habenicht et al., 1990) y por deacilación/reacilación de

fosfolípidos.

Si bien todos estos mecanismos directa o indirectamente generan AA, la

fuente más importante de producción de este metabolito es Ia activación de
Ia PLA; como consecuencia de la acción hormonal.

III-4Caracterización estructural y funcional de Ia fosfolipasa A, (PLAZ)

Las fosfolipasas A2 (PLAz) son un conjunto de enzimas que hidrolizan la

unión de un ácido graso ubicado en la posición sn-2 de los fosfolípidos para

producir lisofosfolípidos y ácidos grasos libres. Las células de mamíferos

contienen formas estructuralmente diferentes de PLA; que incluyen a las

variedades secretoria (sPLAz), a las independientes de calcio y a las

citosólicas (cPLAz) (Kudo et al., 1993; Dennis, 1994; Ackerman y Dennis,

1995; Clark et al., 1995). La presencia de diferentes PLAz permite la

regulación de los múltiples sistemas de señales relacionados con el
recambio de ácidos grasos. En el presente trabajo se describirán sólo las

propiedades bioquímicas y regulatorias de Ia cPLAz debido a la relevancia
de esta enzima en Ia liberación del ácido araquidónico.
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El ADNcde la cPLAzha sido clonado y secuenciado. Se ha determinado que

su masa molecular es de 85000 (Clark et al., 1991; Sharp et al., 1991), valor

que difiere del obtenido por electroforesis en geles de poliacrilamida (95-110

kDa, Leslie et al., 1988; Clark et al., 1990; Kramer et al., 1991)

probablemente debido a una modificaciones post-traduccionales en la
enzima. La cPLAzse transloca desde el citosol a la membrana de manera

Caz" dependiente (Channon y Leslie, 1990) posiblemente por unión de este

catión a un dominio ubicado en la porción N-terminal de la proteína. Este

dominio, denominado CalB, resulta homólogo a Ia región de unión a Ca2+de

Ia PKC (C2) y a la descripta en la fosfolipasa Cy.

La CPLA2está ampliamente distribuida y su transcripto expresado en niveles

relativamente constantes en todos los tejidos humanos, a excepción del

pulmón y el hipocampo donde se encuentran más elevados (Kramer et al.,

1991; Sharp et al., 1991). Un caso particular lo constituyen los linfocitos T y

B que contienen cPLAzsolo en la etapa previa a Ia diferenciación. Se cree

que Ia expresión de la cPLAz en el linfocito maduro podría ser incompatible

con su función (Barbour y Dennis, 1991). La expresión ubícua de la CPLAzse

correlaciona con las características estructurales de Ia región 5' no

codificante del gen en el que se puede identificar una secuencia promotora

housekeeping que no incluye al TATAbox (Wolf y Gross, 1985; Hazen et al.,

1990; Kramer et al., 1991). Sin embargo, a diferencia de muchos promotores

housekeeping, no existen en este caso las típicas regiones ricas en GC ni

los sitios SP1 donde se unen factores de transcripción. Además, la región

regulatoria del gen contiene una secuencia de 27 nucleótidos de pirimidinas

responsable de la expresión basal del gen (Kramer et al., 1991) y dos

elementos respondedores a glucocorticoides, Io que sugiere que los
esteroides pueden bloquear la síntesis de cPLAzactuando posiblemente a

nivel transcripcional.

Esta enzima contiene nueve residuos de cisteína que no son esenciales

para la actividad catalítica de la enzima ni forman uniones disulfuro
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intracatenarias resultando estable frente a agentes reductores (Scott et al.,

1990; Wery et al., 1991). Sin embargo, los estudios con agentes

modificadores de grupos sulfihidrilos permitieron identificar un único residuo

de Cys en la posición 331 que sería esencial para la actividad catalítica de Ia

CPLAz(Verger et al., 1973; Deems et al., 1975).

El análisis de la estructura primaria de la cPLAz permitió identificar un sitio

consenso característico, GXSXS (GLSzzaGS), que podría constituir el sitio

catalítico de Ia enzima. En particular, la Ser-228 ha sido recientemente

confirmada como el nucleófilo activo (Berg et al., 1991).

La cPLAz tiene otras actividades enzimáticas como las de Iisofosfolipasa y

de transacilasa (Gassama-Diagne et al., 1992).

lll-5Regulación dela actividad dela fosfolípasa A2

lll-5.1Acción del Ca”

La cPLAz requiere Ca2+ para su actividad, sin embargo Ia función del Ca2+

parece estar asociada más a la unión de la cPLAza membranas que a la
catálisis. Como se mencionó anteriormente, Ia cPLAz tiene un dominio CaIB

de unión al Ca2+que es homólogo a los descriptos en otras proteínas. Este

dominio que se extiende desde los aminoácidos 18 a 141 (Scott et al., 1991)

contiene cuatro de los cinco residuos que se consideran esenciales para la

unión del Ca2+ a esta región (Asp37, Asp“, Asp93 y G|u1°°). Cuyo las

concentraciones de Ca2+oscilan entre 0,3 y 1 pM, se favorece la unión del

catión al dominio CalB y la consecuente translocación de la cPLAz a la

membrana. Estos niveles de Ca2+se correlacionan con los descriptos para
estimular ¡n vitro la actividad catalítica de la enzima usando vesículas de

fosfolípidos como sustrato (Plesniak et al., 1993). Se ha demostrado que un

fragmento conteniendo únicamente el dominio CalB de la cPLAz se une a

una membrana artificial cuyo es incubado con el mismo rango de

concentraciones de Ca2+que el descripto para la enzima intacta. Cuyo en las
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mismas condiciones, se utiliza un fragmento de la porción C-terminal de la

enzima que no incluye el dominio C2, en presencia de fosfolípidos como

sustrato, se retiene Ia actividad catalítica sin producirse transiocación a Ia

membrana (Yu y Dennis, 1992). Esto demuestra Ia existencia de dos

regiones estructuralmente diferentes dentro de la cPLAz, que constituirían

los dominios estructurales y funcionales de Ia enzima.

Las propiedades descriptas para Ia cPLAz se correlacionan con las de

enzimas que se localizan en Ia fracción soluble cuyo las concentraciones

intracelulares de Ca2+oscilan entre 50-100 nM y que se translocan a la

membrana cuyo los niveles de Ca2+ aumentan. En este sentido, se ha

descripto que la liberación de AA se produce por acción de agonistas que

movilizan Ca2+ (Dennis, 1983). En algunas líneas celulares de rata, el

tratamiento con ionóforos de Ca2+produce la transiocación de Ia cPLAz del

citosol a Ia membrana nuclear que se correlaciona con la liberación de AA

(Diez y Mong, 1990). La sobreexpresión de la CPLAzen células CHO y el

tratamiento con inóforos de Ca”, induce la transiocación de Ia enzima al

retículo endoplásmico y a la membrana nuclear (Rehfeldt et a/., 1991). Por el

contrario, la mutación de la Ser-505, incluida en un sitio consenso de

fosforilación para MAPK, no tiene efecto sobre la transiocación, aunque

bloquea la liberación de AA. Por Io tanto, se postula que el Ca2+cumpliría un

papel fundamental en la translocación de la enzima de un compartimento

celular a otro sin tener un papel determinante en la actividad catalitica de la
enzima.

III-5.2Regulación dela actividad dela PLA,por fosforilación

En muchos tipos celulares, la exposición a diferentes agonistas produce un
aumento en Ia actividad de Ia cPLAz que puede ser revertido por el

tratamiento con fosfatasas (Dennis, 1983). Se ha descripto que un residuo

de Ser de la cPLAz es el que se modifica por fosforilación. En células

estimuladas, la actividad de la cPLAz aumenta como consecuencia de la
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fosforilación en el residuo de Ser-505 por acción de Ia MAPK (Channon y

Leslie, 1990; Wijkyer y Sundler, 1992; Reynolds et al., 1993). La cPLAz tiene

un sitio consenso de fosforilación para MAPK (PLSS°5P)y Ia fosforilación ¡n

vitro de este sitio, tanto por ERK1 como por ERK2, lleva a un aumento en Ia

actividad de la enzima (Leslie, 1991). Aunque otras proteínas quinasas como

la PKC, PKA, p38K y JNK (c-Jun N-terminal Kinases) también pueden

fosforilar a Ia CPLAz in vitro, en ningún caso se observa un aumento

significativo en la actividad de la enzima.

Algunas evidencias involucran a la PKC en Ia activación de la cPLAz y en la

regulación de la liberación de AA. Sin embargo, la participación de la PKC

no sería directa, ya que no existen evidencias que relacionen directamente

esta quinasa con la fosforilación de Ia cPLAz¡n vivo, sino que su acción sería

a través de cascadas de proteínas quinasas que producirían Ia activación de

las MAPK (Lin et al., 1992).

Aunque Ia fosforilación en Ser-505 es importante para la activación de Ia

cPLAz, sólo se alcanza la actividad máxima cuyo hay un incremento en la

concentración intracelular de Ca” (Dennis, 1983). De hecho, se ha

demostrado que el evento de fosforilación precede temporalmente al de la

translocación (Hazen y Gross, 1991).

Existen otras evidencias experimentales que sugieren que la actividad de la

cPLAz puede ser regulada a través de otros mecanismos como ser la

fosforilación en residuos de Tyr (Qiu et al., 1993), el acoplamiento a

proteínas G (Axelrod et al., 1988) y la existencia de proteínas regulatorias

positivas (Clark et al., 1987) o negativas (Qiu et al., 1993).

III-6Metabolismo del ácido araquidónico

El AA puede ser metabolizado a eicosanoides. Estas moléculas constituyen

una familia de ácidos grasos oxigenados que contienen 20 átomos de

carbono, pueden dividirse en tres grupos: los prostanoides que son
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sintetizados a través de Ia vía de la ciclooxigenasa e incluye a las

prostaglandinas y los tromboxanos; los Ieucotrienos y ciertos mono-, di- y tri­

hidroxiácidos que se forman a través de la vía de Ia Iipoxigenasa y

finalmente, los epóxidos que se sintetizan a través de la vía de Ia

epoxigenasa.

Los prostanoides no se encuentran almacenados, sino que son sintetizados

en respuesta a un estímulo. Por ejemplo, las plaquetas sintetizan

prostanoides (especialmente tromboxano A2)en respuesta a la trombina o el

colágeno (Lapetina et aI., 1981; Neufeld et al., 1983) mientras que otras

células responden a estos u otros agentes como Ia AII (Schwartzman et a/.,

1981), Ia bradiquinina (Schwartzman et al., 1981; Whorton et a/., 1982;

Garcia-Perez y Smith, 1984) y la arginina-vasopresina (Kirschenbaum et a/.,

1982; Garcia-Perez y Smith, 1984). El efecto inmediato de cada uno de

estos estímulos, es el incremento en Ia concentración de AA libre en Ia

vecindad de la ciclooxigenasa. Normalmente las células no producen, o lo

hacen en muy bajos niveles, prostanoides y el aumento en la producción de

estos está correlacionada temporalmente con la liberación de AA,sugiriendo

que este evento es un punto de control.

Los prostanoides se sintetizan a través de un mecanismo que involucra tres

etapas principales: (1) la liberación del AA de los glicerofosfolípidos

precursores, (2) la oxigenación del AA libre por Ia prostaglandina

endoperóxido G/H (PGG/H) sintasa (ciclooxigenasa) y (3) la metabolización

del endoperóxido PGHz a productos biológicamente activos y especificos

tales como las prostaglandinas de las series E (E2), F (an) e l2

(prostaciclina) o el tromboxano (TxAz).

Los Ieucotrienos y los ácidos grasos relacionados se sintetizan a través de la

vía de la Iipoxigenasa. Se han descripto en mamíferos tres Iipoxigenasas

distintas que catalizarían la incorporación de una molécula de oxígeno en la

posición 5, 12 o 15 del AA. El producto inicial de estas reacciones es un
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ácido hidroperoxieicosatetraenoico (por ej. el 5-, 12- o 15-HPETE) el que

puede ser reducido al correspondiente ácido hidroxieicosatetraenoico (por

ej. 5-_ 12- o 15-HETE).

El mecanismo que involucra a la 5-Iipoxigenasa ha sido el más estudiado ya

que es eI precursor de Ia síntesis de los leucotrienos. El 5-HPETE puede

convertirse por deshidratación en eI Ieucotrieno A4 (LTA4)que por hidrólisis

no enzimática origina el LTB...

Las epoxigenasas transforman al AAen ácidos epoxieicosatrienoicos (EETs)

por un mecanismo dependiente de NADPH.Los productos obtenidos tienen

potentes actividades biológicas como ser Ia agregación plaquetaria y el

transporte iónico (Capdevila et a/._ 1982; Schwartzman et al, 1987; Marcus

et a/., 1988).

III-7 La función del ácido araquidónico y sus metabolitos en Ia
esteroidogénesis

En nuestro laboratorio se han desarrollado diversas estudios tendientes a

establecer el rol del AA y sus metabolitos como intermediarios en Ia

regulación hormonal de la esteroidogénesis. Para que estas moléculas sean
consideradas intermediarios comunes en Ia acción hormonal debian

verificarse los siguientes postulados:

a) Inhibidores de la liberación del intermediario deben inhibir la respuesta
final.

b) Debería ser posible imitar Ia respuesta hormonal agregando el

intermediario exógenamente.

c) EI agregado exógeno del intermediario debería anular la inhibición

producida por los inhibidores de su liberación.
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d) La hormona debería producir un incremento de los niveles intracelulares

del intermediario y este debería observarse a concentraciones fisiológicas

de Ia hormona y preceder temporalmente a Ia respuesta biológica para cada
hormona en particular.

e) Si el intermediario es metabolizado, inhibidores del metabolismo deberían

bloquear la respuesta biológica.

Inicialmente describimos que los inhibidores de Ia liberación de AA por la

PLA; anulan el efecto de ACTH, LH o dibutiriI-AMPc sobre la secreción de

esteroides en la zona fasciculata de corteza adrenal y en células de Leydigy

que este efecto es revertido por el agregado exógeno de AAal sistema. Más

aún, la adición de únicamente este metabolito estimula la producción de

corticosterona y testosterona en los mismos sistemas. Además, hemos

descripto que la estimulación de células de Leydig o de Ia zona fasciculata

con niveles fisiológicos de LH o ACTH promueve Ia liberación de AA (Dada,

1996).

El conjunto de estos resultados nos permitieron postular que Ia liberación de
AAes un evento común en la estimulación de la síntesis de esteroides luego

de la activación por ACTHy LHde sus respectivos receptores.

Posteriormente se procedió a identificar el metabolito del AA que media la

respuesta esteroidogénica. En tal sentido se estudió el efecto de diferentes
inhibidores de la metabolización del AA sobre Ia esteroidogénesis. Se ha

observado que el tratamiento de células de la corteza adrenal con dosis
crecientes de indometacina, un inhibidor de Ia ciclooxigenasa, bloquea la

formación de prostaglandinas de modo dosis-dependiente sin afectar los
niveles de esteroides sintetizados en respuesta a ACTH (Hirai et a/., 1985).

Los mismos resultados se obtuvieron con células de la glomerulosa adrenal

estimuladas con All (Kojimaet al., 1985c). De tal modo, se pudo concluir que

los inhibidores de Ia ciclooxigenasa no afectan Ia respuesta esteroidogénica
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de los diferentes sistemas confirmando que los metabolitos del AA

sintetizados por esa vía no participan de la regulación de la síntesis y
liberación de esteroides.

Los estudios realizados con distintos inhibidores de la metabolización del AA

permitieron inferir que específicamente los productos de la Iipooxigenasa

serían los metabolitos involucrados en la regulación de Ia secreción de
hormonas esteroides en los sistemas mencionados anteriormente. Los

inhibidores de la Iipoxigenasa bloquean la producción de corticosterona

estimulada por ACTH en adrenales de rata sin alterar los niveles de AMPc

producidos (Jones et a/., 1987; Solano et a/., 1988). La inhibición específica

de la 5-Iipoxigenasa en células aisladas de zona fasciculata de adrenal de

rata bloquea la respuesta a Ia ACTHen forma dosis-dependiente, sin alterar

la actividad de Ia PKA.Este efecto se revierte por el agregado exógeno de 5­

HPETE (Mikami et a/., 1990). En cambio, en células de zona fasciculata

bovina Ia producción de pregnenolona parece estar mediada por el 15­

HPETE (Yamasaki et a/., 1996).

En la zona glomerulosa de Ia corteza adrenal, Ia producción de aldosterona

estimulada por All disminuye luego del tratamiento con inhibidores de Ia

Iipoxigenasa (Kojima et al., 19850). Sin embargo, la posterior adición de 12­

HETE o 12-HEPTE (aunque no el 15-) restablece la producción de

aldosterona entre 20-50% (Nadler et al., 1987; Stern et a/., 1993) Io cual

sugiere que el 12-HETE estaría involucrado en Ia liberación de aldosterona

estimulada por All.

Estos resultados indican que en las distintas especies y aún en diferentes

sistemas esteroidogénicos, los diferentes productos de las Iipoxigenasas
están involucrados en el mecanismo de acción de ACTH.
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IVRegulación crónica z aguda dela esteroidogénesis

IV-1Introducción

La sintesis de hormonas esteroideas inducida por una hormona trófica se

inicia con Ia ruptura de la cadena lateral del colesterol, formando el primer

esteroide sintetizado en todos los tejidos esteroidogénicos, Ia pregnenolona.

Esta reacción esta catalizada por el citocromo P450scc que forma parte del

llamado sistema enzimático de ruptura de la cadena lateral del colesterol o

CSCC (cho/estero! side chain cleavage) (Simpson y Boyd, 1966 y 1967;

Yago y Ichii, 1969; Churchill y Kimura, 1979). El CSCC de adrenal está

compuesto por una flavoproteína conocida como la adrenodoxina reductasa

y por una hemoproteína, la adrenodoxina, que funcionan como un sistema

de transporte de electrones que transfiere los equivalentes de reducción del

NADPH al P450500 (Lambeth et al., 1979; Tuls et al., 1987). Además, se ha

demostrado que tanto la reacción catalizada por el sistema CSCC como el

suplemento de equivalentes de reducción no representan el paso limitante

en la ruptura de Ia cadena lateral de colesterol (Hanukoglu y Hanukoglu,

1986).

Una vez sintetizada Ia pregnenolona, ésta puede ser metabolizada dentro de

Ia mitocondria a progesterona por la forma mitocondrial de Ia 3B

hidroxiesteroide deshidrogenasa (BB-HSD)(Sulimovici et al., 1973; Chapman

et al., 1992). En otros casos y dependiendo del tejido, Ia progesterona sale

de la mitocondria y se metaboliza a otro esteroide por acción de las

deshidrogenasas microsomales y de las P450 hidroxilasas.

Para que los procesos de síntesis de esteroides se inicien y se sostengan,
resulta necesario el aporte constante de colesterol de las reservas celulares

al complejo CSCC ubicado en la membrana mitocondrial interna. El

colesterol presente en las células esteroidogénicas puede provenir del
suero, en forma de Iipoproteína de alta o baja densidad dependiendo de la
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especie y del tejido en cuestión (Kovanen et a/., 1980; Gwynne y Mahaffee,

1989) o bien y en menor importancia, de la síntesis de novo del colesterol a

partir del acetato. Independientemente del origen, el colesterol intracelular

se moviliza en respuesta a la estimulación por una hormona trófica en un

proceso que ocurre en dos etapas. En la primera etapa, se produce la
movilización de las reservas celulares de colesterol hacia la membrana

mitocondrial externa, mientras que en la segunda etapa se transfiere el

colesterol desde Ia membrana mitocondrial externa a la interna (Liscum y

Dahl, 1992).

Múltiples pruebas experimentales señalan que el verdadero paso limitante

en Ia estimulación hormonal es la disponibilidad del colesterol en la

membrana mitocondrial interna (Karaboyas y Koritz, 1965; Simposon et al.,

1979; Crivello y Jefcoate, 1980; Privalle et a/., 1983; Jefcoate et a/., 1987).

Se ha observado que análogos hidroxilados del colesterol, como el 22R­

hidroxicolesterol, 20a-hidroxicolesterol o 25-hidroxicolesterol, pueden

difundir fácilmente a través de las membranas mitocondriales y resultar

adecuados sustratos para el P450500. De esta forma, se pueden sintetizar

grandes cantidades de esteroides aún en ausencia de estímulos hormonales

(Tuckey y Atkinson, 1989; Tuckey, 1992). Por lo tanto, la transferencia de
colesterol de Ia membrana mitocondrial externa al P45OSCC debe

considerarse el verdadero paso limitante.

Como se mencionó anteriormente, la síntesis de esteroides en tejidos como

la corteza adrenal o las gónadas resulta un proceso inicialmente rápido que

ocurre en respuesta a la estimulación por una hormona trófica y a través de

mecanismos de transducción que involucran Ia activación de proteínas

quinasas, como la PKA, PKC, CaMKII. El efecto rápido o agudo de la

esteroidogénesis ocurre pocos minutos después de aplicado el estímulo y

puede ser distinguido temporalmente del crónico, mucho más lento, que

ocurre en las horas posteriores al estímulo e involucra mecanismos que

favorecen la transcripción de genes y Ia traducción de enzimas como las
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deshidrogenasas y las P4505cc hidroxilasas involucradas en la síntesis de
esteroides. Los efectos crónicos de la estimulación hormonal son

extremadamente importantes para el mantenimiento de Ia capacidad

esteroidogénica de los tejidos.

lV-2Mecanismo de regulación crónica dela esteroidogénesís

Las hormonas peptídicas ejercen efectos a largo plazo, regulando Ia

transcripción de los genes que codifican para las enzimas involucradas en el

proceso de biosíntesis de esteroides. Algunas de esas enzimas, como las

oxidasas e hidroxilasas, pertenecen a la superfamilia del citocromo P450

cuya regulación se encuentra principalmente bajo el control de factores de

transcripción activados por AMPc. En la corteza adrenal, Ia ACTH induce la

expresión coordinada de los genes del citocromo P450, a través de Ia

activación de la cascada de señalización AMPc/PKA. En Ia mayoría de los

casos, Ia expresión de genes inducidos por AMPc ocurre en forma rápida y

resulta de Ia interacción de un elemento respondedor a AMPc (CRE) con un

factor de transcripción específico que es activado por PKA (Montminyet al.,

1986). Menos frecuentemente, esta respuesta está mediada por otros

reguladores de la transcripción, también dependientes de AMPc, como el

AP-1 y el AP-2 (Roesler et a/., 1988). Por ejemplo, en la estructura de los

genes que codifican para las enzimas P450aldo y el P450c11b, que
intervienen en la conversión de deoxicorticosterona a aldosterona, se

identificó un elemento CRE próximo a la región promotora, esencial para Ia

inducción de estos genes en respuesta a la ACTH y el AMPc (Rice et al.,

1989, Honda et a/., 1990). Sin embargo, la presencia de elementos CRE no

resulta un componente común a todos los genes P450.

La regulación de algunos de estos genes resulta ser aún mas compleja.

Ejemplos de ello lo constituyen la regulación del P450scc y del P450021

(que cataliza la conversión de Ia 17a-OH progesterona en 11-deoxicortisol).

En el caso del gen que codifica para el P45050c el estudio de la región
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regulatoria permitió identificar un elemento AP-1 respondedor a AMPc que

permite suponer que la regulación sería a través de este elemento y

dependiente de AMPc. Sin embargo, los estudios posteriores permitieron

determinar que la regulación dependiente de AMPc en este gen se

encuentra conservada aún cuyo el elemento AP-1 esta deletado (Rice et al.,

1990). En el caso del P450210, la inducción de Ia expresión en respuesta a

la ACTHestá demorada algunas horas y requiere de la síntesis de proteínas

(John et al., 1986). Estas características inusuales sugieren que la ACTH y

el AMPc regulan la expresión del P450scc y el P450021 a través de un

mecanismo novel que involucra Ia existencia de elementos respondedores
aún no caracterizados.

Algunos trabajos han sugerido Ia participación del factor esteroidogénico 1

(SF-1) en la regulación de Ia expresión dependiente de AMPc del P450021

(Parissenti et al., 1993). La secuencia del factor SF-1 contiene un único sitio

consenso de fosforilación por PKA, lo que sugiere que su actividad puede

modificarse por esta enzima Diversos grupos han propuesto que Ia

regulación de la expresión de los genes de los P450011b, P450021 y

P450017 (que cataliza la conversión de pregnenolona en 17a-OH

pregnenolona) resultan de Ia acción cooperativa del elemento SF-1 con

otros elementos respondedores como el CRE, NGFI-B y COUP-TF

(Hashimoto et al., 1992; Wilson et al., 1993; Bakke y Lund, 1995).

En células de la zona glomerulosa adrenal, Ia acción crónica de All conduce

a un aumento en los niveles de ARNm del P4SOscc y de la adrenodoxina

(Tremblay y Lehoux, 1992). El estímulo crónico con altas concentraciones de

K tiene las mismas consecuencias moleculares, aunque los niveles de
ARNm alcanzados de estas enzimas resultan menores. Estos resultados

sugieren la existencia de mecanismos de regulación dependientes e

independientes de Ca”, estos últimos posiblemente mediados por la PKC.
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El efecto crónico de All sobre los niveles de ARNmtambién afecta los genes

que codifican para la BB-HSDy el P450021 (Tremblay et a/., 1991). Se ha

descripto que también incrementa tanto los niveles de ARNm como la

actividad enzimática del producto del gen CYP1182 que codifica para Ia

aldosterona sintasa (Shibata et a/., 1991; Trembiay et a/., 1991). Por el

contrario, los niveles de expresión del producto del gen CYP45011B1,

P450118, que cataliza Ia conversión de 11-deoxicorticosterona en

corticosterona, no se ven afectados ni por alto K ni por All.

La regulación de Ia expresión por All podría involucrar la activación de

genes tempranos de las familias c-jun y c-fos, cuyos productos de expresión

se unen como heterodímeros jun/fos a los sitios AP-1 presentes en las

regiones 5’ no codificante (Rice et a/., 1990). Además, la AII induce la

expresión de otros genes tempranos como junB y Krox 24 en diversos tipos

celulares incluyendo las células de glomerulosa bovina (Clark et a/., 1992).

En los casos mencionados, la expresión de los genes tempranos está

mediada por la activación de receptores del subtipo AT1 y a través de Ia

acción del Caz’ y Ia PKC.

lV-3Mecanismo de regulación aguda dela esteroidogénesis

Cualquiera sea el tejido esteroidogénico estudiado, la respuesta

esteroidogénica aguda muestra Ia misma relación temporal con la

producción de esteroides produciéndose en todos los casos, dentro de los

pocos minutos posteriores a Ia estimulación. Esta evidencia podría sugerir

que eI/los mecanismo(s) involucrados son similares en todos los tipos

celulares esteroidogénicamente activos.

lV-3.1La función dela traducción en Ia síntesis proteica

Los primeros estudios realizados con inhibidores de la síntesis de proteínas

permitieron establecer la importancia de la traducción de novo en los

procesos esteroidogénicos.
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Los trabajos de Ferguson demostraron que en la glándula adrenal, Ia

estimulación aguda de la sintesis de corticoides inducida por ACTH es

sensible a la puromicina, un inhibidor de la sintesis de proteinas (Ferguson,

1962 y 1963). Ferguson predijo la existencia de una proteina específica que

debía ser necesariamente sintetizada en respuesta al estímqu con ACTHen

Ia glándula adrenal, que conduciría a la síntesis de esteroides. Casi

simultáneamente, Garren et al. comprobaron que mientras Ia

esteroidogénesis estimulada por ACTHen la corteza adrenal era un proceso

dependiente de la sintesis de proteínas noveles (sensibles a cicloheximida),

Ia conversión de los ésteres de colesterol a colesterol libre no lo era (Garren

et a/._ 1965 y 1966; Davis y Garren, 1966; Davis y Garren, 1968; Garren,

1968). Esto indicaba que el paso hormonalmente controlado se encontraba

en algún punto intermedio entre la hidrólisis de los ésteres de colesterol y la

ruptura de su cadena lateral. Una observación adicional fue que en células

adrenales preestimuladas, la proporción de esteroides sintetizados

disminuía rápidamente luego de la adición de cicloheximida. Por Io tanto se

concluyó, que Ia vida media del factor estimulador debía ser muy corta. A
este factor se lo denomina usualmente cicloheximida sensible o factor Iábil

(Garren et al., 1965). Los estudios de van der Molen et al. confirmaron la

síntesis de novo de proteínas en Ia estimulación de la esteroidogénesis en

células de Leydig de rata como requisito necesario (Janszen et al, 1976 y

1977).

Más recientemente se demostró que los inhibidores de la síntesis de

proteínas no afecta la actividad del P450300 (Arthur y Boyd. 1976) ni la
movilización del colesterol de las reservas citosólicas a la membrana

mitocondrialexterna, aunque actúa sobre la transferencia del colesterol de la

membrana mitocondrial externa a la interna (Ohno et a/., 1983; Privalle et a/.,

1983). El sitio de acción del factor Iábil quedó completamente establecido a

partir de los experimentos realizados en células Y1 y MA-10 tratadas con

inhibidores de Ia síntesis de proteínas. En estas células y en presencia de

66



INTRODUCCION

cicloheximida, el colesterol se acumula en la membrana mitocondrial externa

y la producción de pregnenolona permanece bloqueada hasta que se

remueve el inhibidory las células son subsecuentemente estimuladas por la

hormona (Stevens et a/., 1993).

Estos y otros resultados, permitieron establecer lo que constituye el modelo

actual de la síntesis de esteroides en la fase aguda. En este modelo, se

postula la existencia de una proteína inducida hormonalmente en forma

rápida (de manera sensible a cicloheximida) cuya función involucra la
transferencia de colesterol desde Ia membrana mitocondrial externa a la

interna y a la enzima P450300.

lV-3.2La función dela transcripción

Las primeras observaciones tendientes a establecer la importancia de la

transcripción durante la fase aguda de Ia esteroidogénesis fueron realizadas

en cuartos de adrenales de rata. En estos experimentos se demostró que la

síntesis de adrenocorticoides permanecía invariable luego del tratamiento

con actinomicina D, un inhibidor de la transcripción (Ferguson y Morita,

1964). AI mismo tiempo, Garren et al. demostraron que la inhibición de la

transcripción de novo por actinomicina D no tiene efecto en la estimulación

aguda de la esteroidogénesis adrenal (Ferguson, 1962). Sin embargo,

aunque la actinomicina D no efecta la producción de corticosterona

estimulada por ACTH durante los primeros 30 min, la producción de

esteroides está totalmente inhibida a las 24 h (Vernikos-Danellis y Hall,

1965). Estos resultados indican que mientras en la fase no se requiere la

síntesis ARN, la transcripción resulta esencial para el mantenimiento de la

producción de esteroides a largo plazo, Los mismos estudios fueron
realizados en otros tejidos esteroidogénicos obteniéndose idénticos

resultados en todos los casos, excepto en células de testículo de rata donde

se demostró que la producción de esteroides resultó ser dependiente de Ia
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transcripción (Ferguson y Morita, 1964; Sculster, 1974; Nakamura et al.,

1978; Cooke et al., 1979).

Teniendo en cuenta la rapidez con que se sintetizan los esteroides en

respuesta al estimqu hormonal, resulta poco probable que los procesos

acoplados de transcripción y traducción puedan llevarse a cabo en tan corto

tiempo (Schulster et al., 1974). Por lo tanto, la respuesta aguda sería la

consecuencia directa de alguno de los siguientes mecanismos entre otros Ia

existencia de una proteína inactiva que es rápidamente convertida en activa

por acción de una hormona trófica o Ia síntesis de una nueva proteína a

partir de un ARNmpreexistente estable (Schulster et al., 1974).

De lo anteriormente expuesto se desprende que Ia fase aguda de la síntesis

de esteroides involucra únicamente la síntesis de novo de proteínas.

|V-3.3La función del citoesqueleto en Ia esteroidogénesis

La función del citoesqueleto en la esteroidogénesis ha cobrado relevancia a

partir de los estudios morfológicosrealizados en células esteroidogénicas en

cultivo. En estas células se ha observado que los cambios fenotípicos

producidos en respuesta al estímulo por una hormona trófica frecuentemente

se correlacionan con Ia producción de esteroides (Betz y Hall, 1987).

Como se mencionó anteriormente, la movilización de colesterol a Ia

mitocondria y su subsecuente transferencia desde Ia membrana externa a Ia

interna son dos procesos independientes en la estimulación de la

esteroidogénesis por una hormona trófica. Mientras el último evento

constituye el paso limitante de este proceso, Ia disponibilidad continua de
sustrato en Ia membrana mitocondrial externa resulta esencial para el

mantenimiento de la producción máxima de esteroides. En este contexto, se

ha propuesto la participación de los componentes del citoesqueleto, como

los microtúbulos, microfilamentos y filamentos intermedios, en la regulación

de la producción de esteroides. Se ha observado que drogas antimicrobiales
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tales como la colchicina y la vinblastina, aumentan la producción de

esteroides en células Y1, adrenocorticales (Temple y Wolff, 1973; Sackett y

Wolff, 1986) y MA-10 (Nagy y Freeman, 1990). Estos resultados sugieren
que la alteración de la estructura microtubular de las células

esteroidogénicas elimina alguna de las barreras físicas que existen entre los

depósitos de los ésteres de colesterol y la mitocondria, donde son

metabolizados. De esta forma, el aumento de la disponibilidad de colesterol

se traduce en la estimulación de Ia esteroidogénesis. Sin embargo, para que

exista síntesis de esteroides, el colesterol transportado a la mitocondria

debe acceder a la membrana interna donde se producirá la ruptura de la

cadena lateral. Si bien hasta el momento no existen evidencias que sugieran

la participación directa de los microtúbulosen este proceso, se especula que

Ia exposición a largo plazo de agentes antimicrotubulares resulta en una

mezcla artificial de membranas que permitiría el acceso del colesterol al
CSCC.

En células MA-10,Y1 o de adrenal de rata, el tratamiento con inhibidores de

Ia polimerización de los microfilamentos como las citocalasinas, inhibe la

esteroidogénesis (CriveIIoy Jefcoate, 1978; Nagy y Freeman, 1990; Mrotek y

Hall, 1975; Hall et a/., 1979 y 1981). Sin embargo, estos estudios resultan

contradictorios con aquellos descriptos para células Y1 en las cuales el

tratamiento con citocalasinas B, D y E produce un efecto estimulatorio sobre

la producción de esteroides aunque sin alcanzar los niveles obtenidos luego

del estímulo con ACTH. Otro elemento que resulta discrepante es que,

mientras la producción basal de esteroides está ligeramente aumentada en

cultivos primarios de células adrenocorticales bovinas tratados con

citocalasina D, el estímulo con ACTHno se ve afectado. Teniendo en cuenta

las contradicciones existentes es difícil asignarle a los microfilamentos una

función especifica en la esteroidogénesis aguda. Sin embargo se postula

que, al igual que los microtúbulos, participan en la movilización del colesterol
hacia la membrana mitocondria! externa.
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Otro de los componentes del citoesqueleto que resulta relevante en Ia

esteroidogénesis son los filamentos intermedios. Almahbobi y Hall

(Almahbobi y Hall, 1990) demostraron que en células Y1 existe una porción

significativa de lípidos asociados a los filamentos intermedios y que las

mitocondrias se co-Iocalizan con estos complejos. Similares observaciones

se obtuvieron en células adrenocorticales y en cultivos primarios de células

de Leydig (Almahbobi et a/., 1992a,b). La hipótesis que surge de estos

estudios es que, para que el transporte de colesterol a la mitocondria sea

efectivo, debe existir una conexión entre las mitocondrias y las reservas
citosólicas de colesterol a través de los filamentos intermedios.

En síntesis, eI citoesqueleto parece tener una función importante en todas

las células esteroidogénicas participando principalmente en el

mantenimiento de Ia arquitectura celular Io que favorece Ia rápida interacción

entre las organelas en respuesta a un estímulo.

IV-3.4La función dela fosforilación

Anteriormente señalamos que Ia respuesta aguda a una hormona trófica está

mediada por el incremento en los niveles de AMPc y Ia consecuente

activación de la PKA (Rommerts et a/., 1974; Marsh, 1975; Cooke et a/.,

1979; Sala et a/., 1979). Alternativamente, Ia estimulación por All y alto K

activan la PKC vía Ca2*/DAGy la CaMKll. Todas las proteínas quinasas

mencionadas pertenecen al tipo de las serina-quinasas. Los experimentos

realizados en células de Ia corteza adrenal (GriffinGreen y Orme-Johnson,

1991) y en MA-10 (Stocco y Clark, 1991) incubadas con análogos no

fosforilables de Serfl’hr permitieron inferir que la fosforilación de proteinas
en esos residuos es un evento esencial en el mecanismo de acción de las

hormonas ACTHy LH,dado que la presencia de estos análogos bloquean la

síntesis de esteroides en ambos tipos celulares cuyo son estimulados con

las respectivas hormonas.
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Se han descripto fosfoproteínas en células de Leydig y de adrenal, que son

sintetizadas de novo en respuesta a Ia estimulación hormonal y que serían

responsables directas de Ia acción esteroidogénica de los diferentes

agonistas en los respectivos tejidos blanco.

IV-4 Proteínas inducidas en respuesta a Ia acción de hormonas
esteroidogénicas

De los trabajos de Ferguson y Garren se desprende que Ia síntesis de novo

de proteínas es un requerimiento obligatorio en la producción aguda de

esteroides. Durante los últimos 30 años se ha intentado identificar y

caracterizar Ia(s) proteína(s) intermediarias en este proceso habiéndose

descripto una serie de factores que cumplen con los requerimientos mínimos

de Ia esteroidogénesis aguda esto es: ser sintetizados de novo en respuesta
al estímulo hormonal y ser cicloheximida sensibles. Algunos de esos factores
se describen a continuación.

lV-4.1Sterol carrier protein 2 (SCP2)

La SCP2 es una proteína de 13 kDa que se encuentra presente en tejidos

esteroidogénicos y en hígado. Se ha demostrado que, en los tejidos

esteroidogénicos, SCP2 transfiere el colesterol desde las reservas de lípidos

hacia Ia mitocondria. Además, en experimentos ¡n vitro, estimula la

producción de esteroides en mitocondrias adrenales aisladas (Chyerbhan et

al., 1982; Vahouny et al., 1983 y 1984; McNamara y Jefcoate, 1989).

En tejidos no esteroidogénicos como el hígado de rata, SCP2 puede mediar

la transferencia de fosfolípidos como Ia fosfatidilcolina y la

fosfatidiletanolamina desde las vesículas hacia Ia mitocondria (Megli et al.,

1986). En fibroblastos humanos, SCP2 es capaz de transportar el colesterol

recién sintetizado desde el reticqu endoplásmico a Ia membrana plasmática.

En conjunto, todos estos resultados sugieren que la función de SCP2

involucra el transporte de colesterol dentro de Ia célula (Puglielli et al.,
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1995), una función que seria compatible con la regulación de la

esteroidogénesis.

La co-expresión en células COS7 del complejo CSCC y de SCP2 resultó en

un aumento de 2,5 veces en Ia producción de esteroides (Yamamoto et a/.,

1991) mientras que el tratamiento de células adrenales con el anticuerpo

anti-SCP2 inhibió la esteroidogénesis adrenal (Chyerbhan et a/., 1986).

El gen que codifica para el SCP2 da origen a dos transcriptos: uno de ellos

codifica para una proteína de 58 kDa, la SCPx, que presenta una alta

homología de secuencia con las tiolasas. El segundo transcripto codifica

para una proteína de 15,3 kDa, la SCP2, que es procesada a un polipéptido
maduro de 13 kDa. Tanto Ia secuencia de SCPx como la de SCP2 contienen

en su extremo C-terminal, un péptido señal de exportación al peroxisoma,

que es precisamente Ia organela involucrada en la síntesis del colesterol

(Keller et a/., 1989; van Amerongen et a/., 1989; Ohba et a/., 1994).

En la glándula adrenal, los niveles de SCP2 están sujetos a regulación por

ACTH,aunque el aumento de Ia síntesis ocurre después de algunas horas

de producido el estímulo (Trzeciak et a/., 1987). Sin embargo, mientras Ia

estimulación de células adrenocorticales con ACTHno tiene un efecto agudo

en los niveles de SCP2, la estimulación aguda de células de Leydig con LH

resulta en una rápida redistribución de SCP2 dentro de la célula,

observándose migraciones desde el citosol hacia Ia mitocondria (van Noort

et al., 1988; van Amerongen et a/._ 1989). Los mismos resultados se

observaron en el cuerpo Iúteo de rata y en líneas celulares no

esteroidogénicas, en respuesta a la estimulación por estrógenos y análogos

del AMPc respectivamente (McLean et a/._ 1989). Estas observaciones

indicarían que la regulación de SCP2 no está necesariamente acoplada a Ia

esteroidogénesis (Rennert et a/., 1991).
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Por lo tanto, los datos indican que Ia SCP2 es una proteina asociada al

movimiento de colesterol dentro de Ia célula. El hecho de que los niveles de

SCP2 no cambien en forma rápida en respuesta a la estimulación aguda o

como consecuencia del tratamiento con cicloheximida, excluye a esta

proteína de entre los posibles candidatos a ser el factor Iábil descripto por

Ferguson y Garren, aunque podría participar en el mantenimiento de la

esteroidogénesis a través del movimientointracelular de esteroles (Pfeifer et

al., 1993).

lV-4.2Steroidogenesis activator polypeptide (SAP)

Pedersen y Brownieaislaron de celulas adrenales de rata un péptido de 2,2

kDa que denominaron SAP(Pedersen y Brownie, 1983; Pedersen, 1984).

Posteriormente, trabajando con células MA-10se llegó a determinar que se

trataba de un péptido de 30 aminoácidos (3,2 kDa) (Pedersen y Brownie,

1987). El análisis de su estructura primaria indicó que su secuencia era

prácticamente idéntica a Ia del extremo C-terminal de una heat shock protein

minoritaria conocida como GRP78 (Li et al., 1989; Mertz y Pedersen, 1989).

Este péptido resultó un candidato atractivo como regulador de la

esteroidogénesis aguda ya que se encontraba presente en todas las células
esteroidogénicas. Sus niveles podían ser incrementados en forma aguda

luego de la estimulación con una hormona trófica y este aumento podía

bloquearse por cicloheximida (Pedersen, 1987; Mertz y Pedersen, 1989).

Uno de los resultados más relevantes fue la demostración de que Ia

producción de esteroides en mitocondrias aisladas, se incrementaba (4-5

veces) en forma dosis-dependiente cuyo eran incubadas con SAP.

Si bien no se ha establecido satisfactoriamente el mecanismo por el cual

SAP transporta el colesterol hacia la membrana mitocondrial interna

(Pedersen y Brownie, 1983; Pedersen, 1984), este péptido debe ser tenido
en cuenta en el contexto del movimiento intramitocondrial de colesterol.
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lV-4.3Peripheral benzodiazepine receptor (PBR)

Otra de las proteínas que ha sido involucrada en Ia regulación aguda de la

esteroidogénesis es el PBR (Peripheral benzodiazepine receptor) y su

Iigando intracelular endógeno el DBI(diazepam-binding inhibitor).

Los estudios de unión a receptores usando diazepam marcado

radioactivamente permitieron identificar receptores de benzodiazepinas y

localizarlos no sólo en el sistema nervioso central (SNC) sino en tejidos

periféricos tales como el riñón (Braestrup y Squires, 1977). De hecho, esta

clase de receptores se han identificado en muchos tejidos incluyendo los

esteroidogénicos, donde los estudios de localización subcelular permitieron

identificarlos asociados a la membrana mitocondrial externa Io que sugiere

una relación con la biosíntesis de hormonas esteroides (DeSouza et a/._

1985; Verma y Snyder, 1989).

EI PBR es una proteína de 18 kDa localizada en la membrana mitocondrial

externa, que se encuentra asociada a un canal aniónico dependiente de

voltaje (VDAC)y a una proteína transportadora del nucleótido de adenina

(McEnery et al., 1992 y 1993). Los estudios estructurales permitieron

establecer la organización del complejo proteico deduciéndose una

agrupación en forma de poro, que contiene entre cuatro y seis moléculas de

PBR que estarían asociadas a una única molécula de VDAC. Los VDAC
están localizados en los llamados “sitios de contacto” de las mitocondrias.

Estos sitios se forman por el contacto entre las membranas mitocondriales

externa e interna, Io que sugiere que este complejo actuaría como puente

entre las mismas (Kinnallyet a/., 1993).

El Iigando endógeno del PBR, el DBI (diazepam binding inhibitor), fue

originalmente aislado de células de adrenales bovinas y es de naturaleza

proteica (8,2 kDa) (Yanagibashi et aI., 1988). La estructura primaria de este

péptido resultó homóloga a aquella de la endozepina aislada de cerebro
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bovino, excepto que la porción C-terminal estaba truncada en dos

aminoácidos (GIy-Ile) (Besman et al., 1989). Las endozepinas inhiben la

unión del diazepam al receptor en el SNC y tienen un efecto estimulatorio en

la producción de esteroides en células de la corteza adrenal y las gónadas.

Estos resultados sugieren que el PBR estaría involucrado en la producción

de esteroides (Holloway et al., 1989; Mukhin et al., 1989; Papadopoulos et

al., 1990 y 1991; Cavallaro et al., 1992).

Los resultados obtenidos luego de incubar las células de Leydig MA-10 o

R2C con un oligonucleótido antisense del DBl constituyen una de las

evidencias mas contundentes que relacionan al PBR/DBI con la

esteroidogénesis. La ausencia del DBI conduce a la inhibición de la

producción de esteroides en células donde la síntesis es constitutiva como

en el caso de las R2C o estimulada por hormonas como en las MA-10

(Boujrad et al., 1993; Garnier et al., 1994). Yanagibashi et al. postularon que

el efecto estimulatorio del DBIsobre el PBR favorece eI pasaje de colesterol

a través de las membranas mitocondriales, dado que la adición de DBI a

mitocondrias de adrenales bovinas, produce un aumento en los niveles de

colesterol de la membrana mitocondrial interna (Yanagibashi et al., 1989).

Para examinar la regulación del DBI por hormonas tróficas se cuantificaron

los niveles de DBI en adrenales y células de Leydig de ratas

hipofisectomizadas. En ambos tejidos se observó una disminución

significativa que en la adrenal, podía ser restablecida por el tratamiento con

ACTH, Io cual indicaba que su expresión era dependiente de Ia hormona

trófica pituitaria (Anholt et al., 1985; Cavallero et al., 1993). Sin embargo,

esta inducción ocurre horas después de Ia estimulación de la síntesis de

corticoesteroides por ACTH, por Io que se deduce que Ia síntesis del DBI no

se encuentra relacionada temporalmente con Ia biosíntesis de esteroides

inducida por hormonas (Cavallero et al., 1993).
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Aunque el DBI/PBR estimula la esteroidogénesis, Ia síntesis del DBI no se

encuentra regulada en forma aguda por hormonas ni resulta sensible a

cicloheximida (Brown et al., 1992). De hecho, la vida media de la proteína

supera las 3h. Por lo tanto, parece probable que Ia acción del DBI/PBR no

esté bajo control hormonal directo (Brown et al., 1992) y que el DBI no sería

el factor lábil propuesto por Ferguson y Garren. Sin embargo, se afirma que

la activación hormonal de la esteroidogénesis puede estar mediada en parte

por la regulación de las interacciones del DBI con el PBR (Papadopoulos y

Brown, 1995) como Io muestran los experimentos con flunitrazepam

(Papadopoulos et al., 1991). EI flunitrazepam es una droga que se une con

gran afinidad al PBR e inhibe la producción de pregnenolona en células Y1,

MA-10 y en mitocondrias aisladas de estas líneas celulares. La unión del

flunitrazepam puede ser competida por el PK11195, que presenta un efecto
estimulatorio en estos sistemas. En función de estas observaciones, se

sugiere que Ia función del DBI/PBRes necesaria para Ia esteroidogénesis

inducida por hormonas.

Boujrad et al. demostraron que la estimulación hormonal de células MA-1O

conduce a un rápido aumento AMPc-dependiente (15 seg), en Ia unión del

DBIal PBR probablemente debido a la exposición a un segundo sitio de alta

afinidad (Boujrad et al., 1994). El flunitrazepam podría bloquear esta

respuesta rápida por unión al sitio de alta afinidad. En la línea celular R2C,

que expresa constitutivamente esteroides, sólo se han detectado sitios de

alta afinidad del PBR. Por lo tanto, se postula que Ia estimulación hormonal

¡nduciría un cambio estructural en el PBR exponiendo sitios de unión de alta

afinidad para el DBI.

IV-4.4Steroidogenic acute regulatory protein (StAR)

Experimentos realizados en células adrenocorticales de rata estimuladas

con ACTH permitieron identificar una fosfoproteína novel, denominada pp30,

cuya aparición se correlaciona con la producción de corticosterona después

76



INTRODUCCION

de Ia estimulación por la hormona trófica. Las mismas observaciones fueron

confirmadas en suspensiones de células del cuerpo lúteo, de Leydig y de

adrenal de ratón (Pon y Orme-Johnson, 1986a,b). Posteriormente se

demostró que Ia síntesis de pp30 es sensible a cicloheximida, que Ia vida

media de Ia proteína es de 5 min, que su localización subcelular esta

limitada a Ia membrana mitocondrial y que existen dos proteínas precursoras

Iábiles de 37 y 32 kDa en el compartimento citosólico (Alberta et al., 1989;

Epstein y Orme-Johnson, 1991).

En células MA-10 estimuladas con LH o análogos del AMPc se han

identificado proteínas de características similares a las descriptas por Orme­

Johnson et al. (Stocco y Kilgore, 1988). En estas células, Ia inducción de Ia

síntesis de pp30 por Ia hormona se correlaciona espacialmente con Ia

producción de esteroides y es además dosis-dependiente (Stocco y Chen,

1991). Asimismo, se ha establecido que la síntesis de pp30 está, de alguna

manera, regulada por un mecanismo de señalización que involucra el

aumento en los niveles de AMPc y Ia activación de la PKA (Stocco y Ascoli,

1993).

La purificación, el clonado y Ia posterior secuenciación de Ia pp30 en células

MA-1Opermitió su caracterización como una proteína de 284 aminoácidos,

de masa molecular 31,6 kDa. Además, tanto Ia secuencia de nucleótidos

como Ia de aminoácidos no presentaron homologías significativas con otras

proteínas conocidas, indicando que se trataba de una proteína novel (Clark

et al., 1994). Esta proteína fue clonada en diferentes especies presentando

una identidad del 85-88%. La región de mayor diferencia se encuentra en la

porción N-terminal, que contiene el péptido señal de exportación a
mitocondrias.

Los estudios de Northern y Western blot han permitido detectar la presencia

del ARNm y a Ia proteína pp30 en tejidos como adrenal, testículo y ovario lo

que podría ser un indicador de la función de pp30 en la esteroidogénesis
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(Clark et a/., 1995). Sin embargo, en otros tejidos esteroidogénicos como la

placenta y el cerebro ni Ia proteína ni el mensajero han sido detectados.

Los experimentos de transfección de células permitieron establecer Ia

función de pp30. En estos estudios, se describió que Ia expresión del ADNc

de pp30 en células MA-1Oinduce la producción de esteroides en ausencia

de estimqu hormonal. Los mismos resultados se obtuvieron luego de co­

transfectar células COS-1 con P4505cc, adrenodoxina y el ADNc de la pp30.

En este caso, se observó un aumento de 6 veces en la conversión de

colesterol a pregnenolona. Estos resultados indican que Ia proteína de 30

kDa cumple una función en Ia producción de esteroides regulados por

hormona (Clark et a/., 1994). Basándose en estos y otros experimentos,

Stocco et al. denominaron a esta proteína StAR (steroidogenic acute

regulatory protein).

La evidencia más significativa a favor de la importancia de la StAR en Ia

regulación aguda de la esteroidogénesis provino del estudio de la estructura

primaria de esta proteína, en pacientes que presentan hiperplasia lipoide

congénita (LCAH). La LCAH es una enfermedad homocigota recesiva letal

cuyo fenotipo se caracteriza por Ia completa incapacidad de sintetizar

esteroides. En particular, los pacientes afectados con esta enfermedad no

pueden convertir el colesterol en pregnenolona (Camacho et a/., 1968;

Hauffa et a/., 1985), sin embargo presentan niveles normales de las

diferentes enzimas esteroidogénicas. La estructura primaria del P450scc de

estos pacientes no presenta ninguna característica anómala (Linet a/., 1991;

Sakai et a/., 1994). En base a estos antecedentes se postuló que la LCAH

podía ser causada por un defecto en Ia expresión o función de la proteína

transportadora de colesterol en la membrana mitocondrial. Esta hipótesis se

confirmó al detectar, en pacientes con LCAH, dos mutaciones nonsense
diferentes en el ARNm de la StAR. Estas mutaciones producen una

terminación prematura de Ia proteína originando dos formas nuevas no
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funcionales (Lin et a/., 1995). Estos y otros estudios sugieren que la StAR

cumple una función indispensable en la producción de esteroides.

En células adrenales de rata o células MA-10 tratadas con análogos no

fosforilables de treonina, la expresión de StAR es indetectable. Esta

evidencia sugiere Ia participación de eventos de fosforilación mediados por

PKA (Griffin Green et a/., 1991; Stocco y Clark, 1993). Sin embargo, el papel

de la fosforilación en la expresión de Ia StAR no ha sido formalmente

demostrado y se especula que podría estar relacionado con la activación de

Ia transcripción del gen de la StAR, aunque no se descarta que la

fosforilación pueda intervenir en otros niveles como en la traducción del

mensajero o sobre el mismo sustrato proteico.

Hasta el momento, se desconoce el mecanismo a través del cuál StAR

participa como regulador agudo de la esteroidogénesis, ni cuál es la

importancia de la fosforilación de dicha proteína en este proceso.

IV-4.5 p43

p43 es una fosfoproteína citosólica novel aislada de la zona fasciculata de la

corteza adrenal de ratas estimuladas con ACTH (Paz et a/., 1994) que

cumple con todos los requisitos para ser considerada un regulador agudo de

la esteroidogénesis.

Esta proteína tiene la capacidad de estimular ¡n vitro la producción

mitocondrial de esteroides en forma dosis dependiente (Paz et a/., 1994) y

en igual magnitud a la descripta para ACTH u SBr-AMPcen células aisladas

de la zona fasciculata adrenal (Mele et a/., 1996). El hecho de que la

actividad esteroidogénica de p43 se bloquee en presencia de un inhibidorde

la PLAzcuyo los estudios se realizan en un sistema in vitro, sugiere que p43

puede regular directa o indirectamente la liberación de AA en la síntesis de

esteroides (Paz et a/., 1994).
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Hemos informado que p43 es una fosfoproteína y que el grado de

fosforilación de Ia misma es ACTH-dependiente. El hecho de que el

tratamiento con fosfatasa ácida de una muestra purificada de p43 aislada de
citosoles de ratas estimuladas con ACTH muestre una disminución en el

número de isoformas, confirma que los cambios en la movilidad

electroforética de p43 en geles bidimencionales son el resultado de la

incorporación de fosfatos en Ia molécula (Finkielstein et a/., 1996).

Además, anticuerpos anti-péptidos de p43 nos permitieron identificar a esta

proteína en los distintos tejidos esteroidogénicos y bloquear la actividad

esteroidogénica de la misma en estudios ¡n vitro(Finkielstein et al., 1996).

Por otra parte se ha observado que el tratamiento de animales con un
inhibidor de la traducción como Ia cicloheximida antes del estímulo con

ACTH produce una rápida disminución en los niveles citosólicos de p43

siendo esta característica consistente con aquella propuesta para el factor

lábil (Finkielstein et a/., 1996).
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OBJET/ VOS

Como hemos descripto anteriormente, ACTH. All y K’ estimulan la secreción

de aldosterona en la zona glomerulosa de Ia corteza adrenal a través de

mecanismos de señalización activados por AMPc, inositolesfosfato y Ca”

respectivamente (Saruta et al., 1972; Fraser et al., 1979; Tait et al., 1980;

Kojima et al., 1984; Braley et al., 1986).

Teniendo en cuenta que en los tejidos esteroidogénicos los mecanismos de
acción generados por hormonas tróficas actúan a través de la activación de

diferentes proteínas quinasas y que el AA y sus metabolitos son

intermediarios obligatorios en este proceso, surge el interrogante acerca del
nexo entre estos eventos.

Con el fin de esclarecer esta cuestión, en nuestro laboratorio estudiamos el

mecanismo de acción de hormonas proteicas involucradas en Ia

esteroidogénesis. En tal sentido el modelo de trabajo elegido es la corteza

adrenal de rata y en particular los sistemas de señales generados en

respuesta a ACTH.

Los estudios realizados nos permitieron identificar y purificar un

fosfoproteína citosólica novel de 43 kDa (p43) ACTH-, AMPc- y PKA­

dependiente que estimula la síntesis de esteroides a través de la liberación
de AA en la zona fasciculata de adrenal de rata. Esta proteína podría
resultar un intermediario común en los diferentes eventos de señalización

originados en respuesta a distintos estímulos promoviéndose su activación y

respondiendo directa o indirectamente sobre Ia liberación de AA.

Teniendo en cuenta que en trabajos previos describimos las características

bioquímicas y regulatorias de p43 (Paz et al., 1996), los objetivos del

presente trabajo estuvieron dirigidos a:
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1- La caracterización molecular de esta fosfoproteína. Para tal fin, se

procederá a determinar la estructura primaria de p43 a través del aislamiento

y caracterización de la secuencia de su ADNc.EI análisis de esta secuencia

nos permitirá inferir sobre el mecanismo de acción y/o activación de p43, así

como su posible participación como intermediaria en el mecanismo de

acción de diferentes agonistas que promueven la síntesis de esteroides en

otros tejidos a través de la activación de diferentes quinasas.

2- EI estudio de Ia regulación hormonal sobre los niveles de expresión del

ARNm de p43.

EI análisis de las características moleculares de p43 constituye un factor

esencial para identificar el o los posibles mecanismos regulatorios que

pueden determinar su actividad en uno u otro sistema de transducción de
señales.
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MATER/ALES Y METODOS

I-Materiales

l-1Reactivos utilizados

Los medios de cultivo y antibióticos utilizados fueron provistos por Life

Technologies, Inc., Sigma Chemical Co., Boheringer Mannheim y Difco

Laboratories. El material radiactivo [y-“sidATP (1250 Ci/mmol), [a-32P1dCTP

(3000 Ci/mmol) y [358]-metionina (800 Ci/mmol) fue provisto por Dupont,

NEN. Los plásmidos, endonucleasas de restricción, ligasas, polimerasas,

exonucleasas, quinasas, ribonucleasas, desoxirribonucleasas y fosfatasas
utilizadas fueron suministradas por Stratagene Labs Systems, Pharmacia

Biotech Inc., Life Technologies, lnc., Boheringer Mannheim, Promega,

Amersham y New England Biolabs, TaKara Shuzo Co., Japan y Novagen Co.

Los oligonucleótidos comerciales utilizados fueron obtenidos de Pharmacia

Biotech Inc., Life Technologies, Inc. y CLONTECH Laboratories, Inc. Los

cebadores sintetizados fueron provistos por Universal DNAInc.

La resina Sephadex G-50 fue adquirida a Pharmacia Biotech Inc y las

membranas de nylon (Hybon-N) y nitrocelulosa (BA 85) utilizadas fueron

suministradas por Amersham Life Science y Schleicher & Schuell

respectivamente.

La adrenocorticotropina sintética, Synacthen (péptido 1-24), (1 fmol=0,3 uU)

y Ia hormona Iuteinizante (LH) fueron donadas por Ciba Geigy, Basel,

Switzerland. La dexametasona (9-fluoro-11B,17,21-trihidroxi-16a­

metilpregna-1,4-dieno-3,20-diona) fue provista por Fluka Chemie AG. La

actinomicina D y la cicloheximida fueron obtenidas de Sigma Chemical Co.

Todos los otros reactivos utilizados fueron productos comerciales del más

alto grado de pureza disponible.
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I-2Soluciones y medios de cultivo

Q

10 g Bacto-triptona, 5 g Extracto de levadura, 5 g NaCI. Ajustar a pH 7,5 con

NaOH 5 N, completar a 1 I y autoclavar.

LB agar

Al medio LBdescrito anteriormente se le adicionaron 15 g de agar. Ajustar a

pH 7,5 con NaOH 5N, completar a 1 I y autoclavar.

LB/amp

AI medio LB descrito anteriormente se le adicionaron 50 pgr/ml de

ampicilina.

LB/amp/IPTG/X-gal

AI medio LB descrito anteriormente se le adicionaron 50 pgr/ml de

ampicilina, 50 pgr/ml de X-gal e IPTG 1 mg/ml.

LB/MgSO4blando

AI medio LB descrito anteriormente se le adicionaron 0,7% de agarosa.

Ajustar a pH 7,5 con NaOH 5 N, completar a 1 I y autoclavar. Luego

adicionar MgSO...7H20 hasta una concentración final de 1 mM.

LB/MgSOJMaItosa

AI medio LB descrito anteriormente se le adiciona M9804.7H20 1 mM final y

Maltosa 0,2%.

m
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3 g NazHPO4, 1,5 g KH2P04, 0,25 g NaCI, 0,5 g NH4CI, 1 ml M9804 1 M, 5 ml

glucosa 20%, 50 pl CaCIz. Llevar a pH 7,4 y a volumen final de 500 ml.

Nal/Nagsog

0,2 g Na2S03, 90,8 g Nal. Llevar a 100 mI de volumen final.

NZY

5 g NaCI, 2 g M9804.7H20, 5 g extracto de levadura, 10 g de NZ-amina, 15 g

de agar. Llevar a pH 7,5 con NaOH 10 N y adicionar H20 hasta 1 l.

vL
10 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA, 0,1% SDS.

10xSM

58,3 g NaCl, 24,65 g MgSO4.7H20, 350 ml Tris-HCI 1 M pH 7,5. Adicionar

deo hasta 1 l. Autoclavar y conservar a 4°C.

(I) Ó

2% Bacto-triptona, 0,5% extracto de levadura, 10 mM NaCI, 2,5 mM KCI, 20

mM glucosa, 10 mM MgCIz, 20 mM MgSO4.

Solución de Desnaturalización

87,75 g NaCI, 20 g NaOH. Completar a 1 l con dH20. Conservar a

temperatura ambiente.

Solución de Neutralización

87,75 g NaCI, 6,7 g Tris-OH, 70,2 g Tris-HCI. Llevar a pH 7,4 y completar a 1

Icon dHZO.Conservar a temperatura ambiente.
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Solución NEW

10 mM Tris-HCI pH 7,4, 0,5 mM EDTA, 50 mM NaCl, 50% EtOH.

Solución de Prehibridización

50% formamida deionizada, 5x Solución de Denhardts, 0,1% SDS, 5x

20xSSC, 100 ug/ml ADNde esperma de salmón. Conservar a -20°C.

20xSSC

175,3 g NaCI, 88,2 g citrato de sodio.2H20. Ajustar a pH 7 con NaOH 10 N.

Completar a 1 Icon dHZO.Conservar a temperatura ambiente.

2xSSC/O 5%SDS

0,3 M NaCI, 0,03 M citrato de sodio, 0,5% SDS.

1xSSC/0 1%SDS

0,15 M NaCI, 0,015 M citrato de sodio, 0,1% SDS.

2xSSPE

0,36 M NaCI, 20 mM NaH2PO4 pH 7,4, 20 mM EDTA pH 7,4.

10xTBE

108 g Tris base, 55 g ácido bórico, 40 mI EDTA 0,5 M pH 8. Completar a 1 I

con dH20.

T_E

10 mM Tris-HCI pH 7,4, 1 mM EDTA pH 8.

2xYT
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10 g extracto de levadura, 16 g bacto triptona. Completar a un volumen final

de 1| y autoclavar.

I-3Oligonucleótidos y sondas

Los Oligonucleótidos utilizados en las reacciones de amplificación y

secuenciación se resumen en la siguiente Tabla:

‘scuemaaisws’.H,

T3 AATTAACCCTCACTAAAGGG

GTAATACGACTCACTATAGGGC

60 TGCTGGCTGGGAAGGGGC'ITT

61A TCATCTGAAATGATATTCTTA

92 CTTTCTGGAGTATCGGG

93 GGGCTTGGGAATGGAGTT

¡Y GCGGGAAGCACCACCTCGA

4
341-2 TTGTGGTCGTCCTGACCTAC l_H__‘ {o

341-3 W AGCCTCGAGTCATCTGAAATGATATTCTTA

3414 LACCGAA'ITCTGCTGGCTGGGAAGGGGCTTI'l

¿341-5 GGGTCCAGGTTCTGGGGGCA
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oIigoSRC degenerado TGYTFRTGRAARAANGTYTG

oligosRC CTGTTTGTGGAAGAAAGTCTG

P1 GCCTTATGTGGTGGAGCTGGAA

P1 RC TCCAGCTCCACCACATAAGGCA

P1 scramble GTAGCTGGTAGCTGGTCATGGA

M1 TGGAGCCATGAACTGACGCTCGTGC

A menos que se indique Io contrario, Ia sonda utilizada resultó de Ia

amplificación con los cebadores 60/oligo5RC (692 bp) sobre el templado

obtenido por RT-PCR de adrenal o P1/oligoSRC (921 bp) amplificado a partir

del clon E312. La reacción de amplificación por PCR se describe en la
sección lI-5.1.1.

l-4 Animales

Se utilizaron ratas (cepa Wistar) de 90 días de edad. En los estudios de RT­

PCR y 5’ RACE las ratas fueron inyectadas (s.c.) con dexametasona (Dx),

2,5 mg/Kg, 15 min antes de las 5h posteriores a Ia primera inyección

recibieron otra de 200 ug adrenocorticotropina (ACTH)/Kg.

En los estudios de abundancia del ARNm de p43, las ratas recibieron

diferentes tratamientos. En un caso, las mismas fueron inyectadas s.c. con

dosis de Dx entre 0,5 y 5 mg/Kg. En otro caso, las ratas fueron inyectadas

con 2,5 mg/Kg de Dx y 5, 10, 15 o 30 min previo al sacrificio recibieron una

segunda inyección esta vez de 200 ug ACTH/Kg. Los efectos de Ia

actinomicina D (act.D) y la cicloheximida (Chx) sobre Ia abundancia del

transcripto se estudiaron sobre un lote de ratas inyectadas con 2,5 mg/Kgde
Dx las cuales recibieron act.D (500 pg/Kg o 750 pg/Kg) o CHx (50, 100 o 200
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mg/Kg) 45 min antes del estímulo con ACTH (15 min, 200 pg/Kg). En todos

los estudios realizados, las ratas fueron sacrificadas por decapitación 5h

después de la primera inyección. De cada uno de los animales tratados, se

obtuvo una alícuota de sangre a partir de la cual se determinaron los niveles

de corticosterona en plasma por radioinmunoensayo. En los estudios de

distribución tisular del ARNmde p43 los tejidos analizados fueron obtenidos

de ratas que no habían recibido tratamiento alguno antes del sacrificio a

excepción de los ovarios que fueron obtenidos de ratas pseudopreñadas

(Dufau et a/., 1975).

I-5Cepas de bacterias y fagos

La cepa hospedadora de fagos th11 fue la Y1090r' (CLONTECH

Laboratories, Inc.) cuyo genotipo es: araD139, hst (rk', mk‘), mcrA', rpsL,

supF, trpC22zzTn10, AIacU169, Alon, (pMCQ) (Stanley, 1983). Las cepas

utilizadas en los subclonados fueron JM109 de Life Technologies, Inc. y

XL1-Blue de Stratagene Labs Systems, los genotipos de las mismas se
detallan a continuación:

JM109: recA1, endA1, gyrA96, thi, hst17 (rk', mk“), relA1, supE44, A(Iac­

proAB), [F’ traD36, IachZAM15, proAB]

XL1-Blue: endA1, gyrA96, hst17, Iac', recA1, relA1, supE44, thi-1, [F'

IacIQZAM15, proAB, Tn10]

Los fagos he/per R408 y VCM13 y las bibliotecas lgt11 y EAP" fueron

adquiridas a Stratagene Labs Systems.

ll-Métodos

II-1Cultivo de bacterias

Alícuotas de 5 pl de las distintas cepas bacterianas fueron estriadas en

placas de LB e incubadas toda la noche a 37°C. Estas placas se
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denominaron placas Maestra y las cepas de cada una de estas fueron

replaqueadas cada dos semanas y conservadas a 4°C.

ll-2 Titulación dela biblioteca de ADNcde Ágt11y ¿ZAPII

Se inoculó una colonia aislada de Y1090r' o XL1-Blue en 3 ml de medio

LB/MgSO4/Maltosa. El cultivo se creció toda la noche en agitador (200 rpm)

a 37°C hasta llegar a una DOsoo=2.A una alícuota de 2 ul de cada una de las

bibliotecas (AZAPII y kgt11 5’ Stretch CLONTECH) se le adicionó 1 mI de

1xSM (dilución 1: 1:500). Luego se extrajeron 2 ul de la anterior dilución y se

diluyeron a 1 ml con 1xSM (dilución 2: 12250.000). A continuación se

procedió al siguiente esquema de titulación:

CultivodeBacteriasDíluciónïzdetfaorí

1 i 100 tu 200 tu 2 tu

. .2 .7 100ul 200 ul ul

n,, f 100 ul 200 m 10 ul

Todas las infecciones fueron incubadas a 37°C por 15 min. A cada uno de

los 4 tubos se le adicionaron 3 ml de medio LB/MgSO4blando, se mezclaron,

y el contenido de cada uno se volcó en respectivas placas de

LBagar/MgSO4.Las placas fueron incubadas toda la noche a 37°C.

II-3Rastreos en bibliotecas de ADNc : Ágt11y ¿ZAPII

Una colonia aislada de Y1090r' o XL1-Blue fue crecida hasta alcanzar la

fase estacionaria en LB/MgSO4/Maltosa.Teniendo en cuenta el título de

cada una de las bibliotecas, se procedió a preparar una dilución de la misma
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que contenga 30000 ufp/100 ul de 1xSM. Esta dilución se combinó con 0,6

ml de bacterias y se incubó a 37°C por 15 min antes de plaquearlas. Las

placas fueron mantenidas a 37°C hasta que las playas de lisis tuvieran un

tamaño aproximado de 1,5 mm (3-8h), luego se conservaron a 4°C hasta el

momento del rastreo. A continuación, se separaron igual número de filtros de

nylon que placas. Usando pinzas, estas membranas fueron cuidadosamente

superpuestas sobre la superficie de cada placa evitando la formación de

burbujas. Se realizaron 3 marcas asimétricas con agujas que atravesaron la

membrana y el agar de manera de poder orientar posteriormente el filtro y Ia

placa. Después de 2 min, se removió la membrana y con el lado que

contenía el ADN hacia arriba se transfirió a un recipiente conteniendo un

papel Whatman 3 MMTMembebido en solución de desnaturalización. La

membrana permaneció en esta solución por 5 min y luego fue transferida a

otra de neutralización por 7 min. Finalmente, se le realizó un lavado en

2xSSC. El ADNse fijó por calor incubando las membranas a 80°C por 2h.

La prehibridización de los filtros se llevó a cabo en un horno rotatorio con 2,5

ml de solución de prehibridización por cada 177 crn2 de superficie de

membrana durante 4h a 42°C. La sonda marcada se precalentó a 100°C por

10 min y luego se enfrió rápidamente antes de ser incorporada a la anterior

solución (106cpm/ml). Los filtros embebidos en esta nueva solución fueron

incubados a 42°C por 16-20h. Después de la hibridación, los filtros fueron

sometidos a sucesivos lavados con soluciones amortiguadoras de distinta
fuerza iónica. Inicialmente, las membranas fueron Iavadas dos veces con

2xSSC/0,5% SDS durante 20 min a temperatura ambiente y luego, dos

veces, con 1xSSC/0,1% SDS a 65°C por 30 min cada vez. Los filtros fueron

expuestos con pantalla intensificadora a -70°C por 16-24h. Luego del

revelado, las playas positivas fueron removidas del agar y resuspendidas en
1 ml de 1xSM.

Este procedimiento se repitió entre 4 y 5 veces hasta obtener un 100% de

playas de lisis positivas.
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II-3.1Aislamiento del ADNde los fagos de ¿gt11

Los fagos positivos de kgt11 fueron eluídos y pre-adsorbidos a las células

Y1090r'. Para ello, se pre-incubó a 37°C una mezcla de 40 ul de fagos

(1x10‘° ufp/ml) con 0,4 mI de células crecidas en LB/MgSO4/Maltosa y 0,4 mI

de solución de Mgz‘ICaZÏLa mezcla se transfirió a un erlenmeyer de 250 ml

conteniendo 40 mI de medio NZY (Maniatis et a/., 1982), el mismo se incubó

a 37°C con agitación toda la noche. Finalizada la incubación, se adicionaron

100 ul de CHCI3 y se agitó el sistema otros 15 min. Luego el cultivo fue

transferido a tubos de plástico de 50 ml y centrifugado a 7000xg por 15 min.

El pellet se descartó y el sobrenadante se transfirió a un tubo FalconTMde 50

ml al cual se le adicionaron 40 ul de DNasa l (1 mg/ml) y 40 pl de RNasa IA

(1 mg/ml). El sobrenadante se incubó entonces a 37°C por 30 min. Luego se

adicionaron 5 ml de NaCI 5 M y 5 ml de PEG-SOOO50%, manteniéndose en

baño de hielo durante 2h. El pellet obtenido de una segunda centrifugación a

7000xg se suspendió en 0,4 mIde PKB.A esta suspensión se le adicionó 10

pl de proteinasa K (1 mg/ml) y se incubó a 37°C por 20 min. La mezcla fue

extraída dos veces con 0,4 mI de una solución de fenoI:CHCI3:aIcohol

isoamílico (50:50:2) y una vez con CHCIgzaIcohoIisoamílico (24:1). Luego de

agitar Ia mezcla vigorosamente se procedió a centrifugarla a 13000xg por 15

min a temperatura ambiente. La capa superior fue extraída y el ADN

precipitado adicionando 2,5 volúmenes de etanol 100% y 1/20 de AcONa 3

M pH 4,8-5,2. La suspensión se mantuvo a -20°C por 30 min. Luego se

centrifugó a 13000xg por 15 min a 4°C y el pellet se lavó una vez con etanol

70%. EIADNfue resuspendido en un volumen apropiado de dH20.

Il-3,1.1Digestión con endonucleasas de restricción

Una alícuota de ADNds (1-2 ug) se digirió con 10 U de Ia endonucleasa de

restricción apropiada en las condiciones experimentales descriptas para
cada endonucleasa. La enzima utilizada para liberar los insertos de los

vectores Agt11 fue EcoRl. En aquellos casos en los cuales los insertos
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fueron cortados para obtener el mapa de restricción correspondiente, se

procedió a realizar dos digestiones consecutivas en las condiciones de sales

requeridas para cada caso según las indicaciones de los proveedores. En

primer término, la preparación de ADNds fue digerida por una de las

siguientes endonucleasas Accl, BamHI, CIal, HindIII, Kpnl, Notl, Pstl, Sacl,

Xhol, Xbal, Ncol en un volumen final de 10 ul. Luego de Ia incubación

correspondiente, las enzimas fueron inactivadas por calentamiento a 65°C

por 5 min. En segundo término, para liberar los fragmentos unidos al vector,

el producto anterior fue nuevamente digerido aunque en este caso con 10 U

de EcoRl. Posteriormente, se adicionó RNasa a una concentración final de

20 pg/ml y se incubó otros 5 min a 37°C. Este último tratamiento permite

visualizar mejor fragmentos de ADN inferiores a 1 kb. Luego de finalizada la

reacción, los productos de Ia digestión fueron sembrados en geles de

agarosa 1% y corridos a 75 volts durante 30 min aproximadamente.

II-3.1.2Purificación de fragmentos de ADN

Cada uno de los fragmentos de interés fue cortado del gel de agarosa,

pesado y colocado en un tubo eppendorfTM conteniendo de 2,5 a 3

volúmenes de una solución de NaI/Nazsos. La suspensión fue incubada a

55°C por 5 min hasta la disolución completa del fragmento de agarosa.

Posteriormente se adicionaron 5 pl de GLASSMILK (GENECLEAN Kit BIO

101 lnc.) separándose el complejo GLASSMILK/ADNpor centrifugación a

12000xg por 20 seg. El residuo fue lavado 3 veces con 0,7 mI de solución

NEW y seguidamente se resuspendió en 5 pl de dH20. La suspensión fue

incubada 2-3 min a 55°C y centrifugada. El sobrenadante con el inserto

purificado fue subclonado, amplificado y/o utilizado como sonda según el
caso.
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"-3.2. Subclonado de los fragmentos de ADN

II-3.2.1Defosforilación del vector y reacción de Iigación

Cada uno de los plásmidos fue cortado con las mismas endonucleasas de

restricción que se utilizaron para liberar el inserto de ADN del vector. Para

ello, 2 pl de pBS SK (1,3 mg/ml) o pET-22(+) (3 mg/ml) fueron cortados con

30 U de Ia endonucleasa correspondiente en un volumen final de 22 pl. La

reacción se incubó a 37°C durante 1h y luego de la adición de 26,7 U de

fosfatasa alcalina de intestino de ternero se continuó la incubación por otros

20 min. La mezcla de reacción se completó a 200 pl con dHZOy luego se

extrajo 2 veces con una mezcla de Fenol:CHCI3:AIcoholisoamílico (50:50:2)

y una vez con CHCIazAlcohoIisoamílico (24:1). El ADN se precipitó con 2,5

volumenes de etanol absoluto y 1/20 de AcONa 2 M pH 4,8. El pellet se Iavó

con etanol 70% y se resuspendió en 10 pl de dH20.

La reacción de Iigación se realizó combinando 1 pl del vector defosforilado

(100 ng), 2 pl de amortiguador de Iigación 5x (Boheringer Mannheim), 1 pl

de T4 ADN ligasa (3 U/pl) y la cantidad correspondiente de inserto en un

volumen final de 20 pl. La reacción se incubó toda la noche a 15°C.

lI-3.2.2Preparación de células competentes

Una colonia aislada de XL1-Blueo JM109, según sea el caso, fue inoculada

en 5 mI de medio LB y crecida toda Ia noche a 37°C con agitación continua.

Una alícuota de 100 pl fue diluída 1:100 en medio LBfresco y crecida a 37°C

hasta llegar a la fase exponencial (Domo: 0,4—0,6).Luego el cultivo fue

centrifugado a 5000 rpm (Sorvall 8834) por 10 min y el pellet resuspendido

en 5 ml de CaCIz 50 mM frío. La suspensión fue mantenida en hielo por 20

min y posteriormente se repitió la centrifugación. En este caso el pellet

obtenido fue suspendido en 1 mI de Ia solución de CaClz 50 mM y mantenido

a 4°C toda Ia noche. Luego las células fueron fraccionadas en 200 pl y
conservadas a -70°C.
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ll-3.2.3 Transformación de células JM109 o XL1-Blue

En todos los pasos que se detallan a continuación el material utilizado,

soluciones y tubos de polipropileno, fue mantenido durante todo el proceso a
4°C.

Una alícuota de 200 ul de las células competentes fue mantenida en un

baño de hielo hasta que se descongeló completamente. A cada alícuota se

le adicionaron 2 pl de una dilución 1:5 del producto de Ia ligación. La mezcla

se dejó estabilizar a 4°C por 30 min y luego se incubó a 42°C por 45 seg y a

4°C por 2-3 min. A la suspensión anterior se le adicionaron 0,8 mI de medio

SOC y se incubó a 37°C por 1h con agitación continua a 200 rpm. Alícuotas

de 200 ul de este cultivofueron sembradas en placas de LB/amp/lPTG/X-gal

o LB/amp según el caso y crecidas toda la noche a 37°C. En los plásmidos

con selección azul/blanca, las colonias blancas contienen el plásmido con el

inserto, mientras que las azules contienen únicamente el vector. En otros

casos, Ia selección de las transformantes se hizo sólo en base a la
resistencia a antibióticos.

l-3.2.4Purificación del ADNdsde los plásmidos recombinantes

Las colonias recombinantes fueron seleccionadas y crecidas toda Ia noche a

37°C en 3 mI de medio LB/amp. El cultivo se centrifugó a 13000xg por 2 min

a temperatura ambiente y el pellet se resuspendió en 200 ul una solución

amortiguadora que contenía Trís-HCI 50 mM pH 7,5, EDTA 10 mM y RNasa

A 100 ug/ml. A continuación, se adicionaron 200 ul de solución de lisis

(NaOH 0,2 M, SDS 1%) y 200 pl de solución de neutralización (AcOK 1,32 M

pH 4,8). En todos los casos Ia agitación fue por inversión del tubo. La

suspensión se centrifugó a 13000xg por 5 min y el sobrenadante se

transvasó a un nuevo tubo eppendorfTMal cual se le adicionó 1 ml de resina

ADN WizardTM.La mezcla se transfirió a una jeringa cuyo extremo finalizaba

en una minicolumna. La resina con el ADN plasmídico quedó retenida en la
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columna y la matriz se Iavó con 2 mI de Tris-HCI 20 mM pH 7,5 conteniendo

NaCI 200 mM, EDTA 5 mM y etanol 55%. El ADN fue eluído de Ia resina con

50 ul de dH20 previamente calentada a 60°C.

Las muestras se analizaron por electroforesis en geles de agarosa utilizando

un amortiguador de siembra de la siguiente composición: Tris-HCI 10 mM pH

8, 0,25% (p/v) de xilencianol, 0,25% (p/v) de azul de bromofenol y 50% de

glicerol.

"-3.3 Escisión in vivo de plásmidos a partir de AZAPII

Para Ia escisión del fasgémido (pBS) se incubaron 200 ul de células XL1­

Blue (DOsoo=1)con 200 ul de los fagos correspondientes a cada uno de los

clones (conteniendo más de 1x105particulas del fago) y 20 ul del fago helper
VCM13 en un tubo cónico de 50 ml. La mezcla se incubó durante 15 min a

37°C y luego se adicionaron 5 ml de YT 2x y se mantuvo a 37°C por otras

3h. Posteriormente, el cultivo se agitó en un baño a 70°C por 20 min y se

centrifugó a 1000xg por 5 min. El sobrenadante conteniendo el fasgémido

empaquetado en las partículas del fago puede ser conservado a 4°C por

períodos de tiempo superior a un mes.

Para recobrar el fasgémido escindido, se incuba por separado 200 ul de

células XL1-Blue Domo=1 con 200 ul o 20 pl de una dilución 10'2 del

sobrenadante conteniendo los fagos durante 15 min a 37°C. Una alícuota de

20 ul de cada infección se plaqueó en LB/amp y se incubó a 37°C toda la

noche. Las colonias resistentes incluyeron al fasgémido.

II-3.4Secuenciacíón de los fragmentos de ADN

Los templados fueron secuenciados utilizando el Kit de Sequenase versión

2.0 (Pharmacia) (Tabor y Richardson, 1987), con [7-3581dATP(1250 Ci/mmol)

como nucleótido marcado utilizando Ia técnica de Sanger et al. (Sanger et

a/., 1977). Para aquellos templados doble cadena la concentración de los
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mismos fue ajustada a 1,5-2 pg en un volumen final de 32 ul. A esta

preparación se le adicionaron 8 ul de NaOH 2 M, se agitó suavemente y se

incubó a temperatura ambiente por 10 min. Luego se adicionaron 7 pl de

AcONa 3 M pH 4,8, 4 ul de dHZO y 120 pl de etanol 100% y se incubó en

hielo por 30 min. La preparación fue centrifugada a 13000xg por 15 min a

temperatura ambiente. EI pellet de ADN fue lavado con etanol 70% frío,

secado al vacío y suspendido en 10 pl de dH20. A Ia suspensión anterior se

le adicionaron 2 pl de amortiguador de reacción (Tris-HCI 280 mM pH 7,5,

MgCIz100 mM, DÏT 160 mM) y 1 pl (5 pmoles) del cebador correspondiente

en cada caso. La mezcla se incubó a 37°C por 20 min. A continuación, las

muestras permanecieron al menos 10 min a temperatura ambiente. De esta

forma se completó la hibridación entre el templado y el cebador. Aquellas

preparaciones que no fueron utilizadas inmediatamente fueron conservadas
a 4°C.

Para la reacción de secuenciación se adicionaron 3,5 U de Ia enzima

SequenaseTM con una concentración de dNTPs limitante (dilución 1:3 de la

mezcla original, 0,16 pM de dCTP, dGTP y dTTP respectivamente), 1 ul de

[7-3581dATP 0,57 pM (1250 Ci/mmol) y 1 pl de DTF 0,1 M. La mezcla se

incubó a temperatura ambiente por 2-5 min. Luego fueron transferidos 4,5 pl

de la anterior a cada uno de cuatro tubos eppendorfTMconteniendo cada uno

de ellos una mezcla de terminación definida compuesta según el caso por

uno de los cuatro ddNTPs en una concentración final de 3,33 pM. La

reacción se incubó a 37°C por 5 min y luego se detuvo con el agregado de 4

pl de Tris-HCI 10 mM pH 7,5, EDTA 0,5 M, glicerol 50%. Antes de sembrar

las muestras en el gel, las mismas fueron calentadas a 85°C por 2 min.

Tres pl de la reacción de secuenciación fueron analizados en un gel de

poiiacrilamida 7%, urea 8 M en amortiguador TBE. La corrida se realizó a

voltaje constante y en general entre 1600 y 2000 volts. Luego de Ia corrida,

el gel fue fijado en una solución de ácido acético 10% / metanol 12% por 15

98



MATER/ALES Y METODOS

min y secado a 90°C por 2h. EI gel seco se expuso con un film KODAKTMX­

OMATpor 18 a 36h a temperatura ambiente.

II-3.4.1Secuenciación directa de productos de PCR

EI método utilizado consistió en Ia secuenciación directa de los productos de

amplificaciónobtenidos con cebadores específicos. En algunos casos fueron
utilizados cebadores sobre los vectores en los cuales los insertos estaban

subclonados y en otros casos, fueron utilizados cebadores específicos
incluidos en Ia secuencia en estudio.

Siete pl del producto de PCRTMfueron previamente tratados con una

combinación de exonucleasa I y fosfatasa alcalina. El producto amplificado
fue incubado 15 min a 37°C con 10 U de cada una de estas enzimas.

Durante esta incubación, la exonucleasa I remueve el exceso de cebadores

que quedaron sin reaccionar y cualquier material simple cadena extraño que

podria haberse generado. Por otra parte, Ia fosfatasa alcalina remueve los

dNTPs remanentes existentes en Ia muestra de PCR de forma tal, que Ia
concentración final de dNTPs de Ia reacción de secuencia esta sólo

controlada por los adicionados en el momento de Ia polimerización. Tanto Ia

exonucleasa como la fosfatasa fueron inactivadas por calentamiento a 80°C

durante 15 min. AI producto obtenido luego del tratamiento enzimático, se le

adicionaron de 5 a 10 pmoles de cebador. La mezcla se calentó 2-3 min a

100°C en el ciclador térmico y rápidamente fue enfriada en un baño de hielo

y agua por 5 min. Esta preparación fue conservada a 4°C hasta el momento
de Ia reacción.

La reacción de secuencia se iniciócon el agregado de 2 pl de amortiguador

de reacción 5x (Tris-HCI 200 mM pH 7,5, MgClz 100 mM, NaCI 250 mM), 1 pl

de DTF 0,1 M, 2 pl de una dilución 1:5 de la mezcla de los 3 dNTPs (7,5 pM

dGTP, 7,5 pM dCTP, 7,5 ¡1MdTTP), 5 pCÍ de [y-“S]dATP 0,57 pM (1250

Ci/mmol) y 2 pl de Ia T7 ADN polimerasa. La mezcla fue incubada a
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temperatura ambiente por 5 min y a continuación se transfirieron 3,5 pl de la

reacción anterior a cada uno de los 4 tubos conteniendo 2,5 pl de Ia mezcla

de terminación (A, C, G o T). La incubación se continuó otros 5-10 min a

37°C y fue detenida por el agregado de 4 ul de EDTA 20 mM, formamida

95%, azul de bromofenol 0,05% y xilencianol 0,05%. Cada una de las
reacciones fueron calentadas 2-3 min a 85°C inmediatamente antes de ser

cargadas en el gel. Las muestras secuenciadas por este método fueron

corridas en un gel de poliacrilamida 7% preparado utilizando un

amortiguador tolerante al glicerol en lugar de TBE.

ll-4Obtención y tratamiento de muestras de ARN

II-4.1Extracción de ARN

La extracción fue realizada utilizando una variación del método desarrollado

por Chomczynski y Sacchi (Chomczynski y Sacchi, 1987). Cien mg de tejido

fueron homogeneizados en 1 mI de TRIzoITMusando un homogenizador

vidrio-teflon; el volumen de muestra no excedió el 10% del volumen de

reactivo utilizado. El homogenato fue incubado por 5 min a temperatura

ambiente, para permitir Ia completa disociación de los complejos

nucleoproteicos. Posteriormente, se adicionaron 0,2 ml de CHCI3y la mezcla

se agitó vigorosamente durante 15 seg. Luego de incubar 2 a 3 min a

temperatura ambiente la suspensión fue centrifugada a 12000xg por 15 min

a 4°C. Seguidamente a Ia centrifugación se observan una fase inferior,

fenólica y de color rojo, una interfase y una fase superior acuosa incolora. EI

ARNpermanece exclusivamente en esta última fase. Se transfirió la misma a

un tubo nuevo y se adicionaron 0,5 mI de alcohol isopropílico por cada 1 mI
de reactivo de TRIzoITMutilizado. Las muestras fueron incubadas a

temperatura ambiente por 10 min y centrifugadas a 12000xg por 10 min a

4°C. El ARN puede observarse como un precipitado blanco gelatinoso en el

fondo del tubo. EI pellet se lavó con 1 ml de etanol 75%, se secó y

resuspendió en dH20 tratada con di-etiI-pirocarbonato (DEPC). La
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cuantificación del mismo fue llevada a cabo espectrofotométricamente con

una dilución 1:100 de Ia muestra medida a 260 y 280 nm. Solo aquellas

preparaciones de ARN con una relación 260/280 mayor a 1,85 fueron

utilizadas en las reacciones de transcripción reversa y en los estudios de
Northern blot.

Il-4.2Northern bIot

Cada una de las preparaciones de ARN (24 ug) se combinaron con 12,3 ul

de formamida, 4,3 ul de formaldehído y Ia cantidad necesaria de solución

amortiguadora 5x (Hepes 0,25 M pH 7,8, acetato de sodio 0,05 M pH 7,

EDTA0,05 pH 8) para que el volumen final a sembrar en el gel sea de 27 ul.

Las muestras se incubaron a 65°C por 15 min antes de sembrarlas en geles

de agarosa 1,2% y 2,2 M de formaldehído. La corrida de las mismas se

realizó a 75 volts por 4h corriente constante en amortiguador de corrida 1x

(125 ml de Hepes 0,5 M pH 7,8, 12,5 mI de AcONa 1 M pH 7,5 mI de EDTA

0,25 M pH 8). Luego de Ia corrida el gel se dejó lavando toda la noche en

dHZO.

La transferencia del ARN a la membrana fue pasiva. Se realizó colocando el

gel sobre un papel Whatmann 3MMTMsaturado en el amortiguador de

transferencia 20xSSC con un filtro de nylon Hybon-N (Amersham) sobre la

parte superior, a su vez sobre el cual se apoyan dos o tres piezas de papel

Whatmann 3MMTMy luego una pila de papel absorbente con un vidrio en la

parte superior que la separa de un recipiente de plomo de aproximadamente

0,5 Kgde peso. Esta estructura de transferencia se mantuvo toda Ia noche.

Al día siguiente la membrana fue removida y horneada a 80°C por 2h para

fijar el ARN. En estas condiciones la membrana puede ser conservada

indefinidamente o directamente prehibridizada. Para ello, Ia misma se incubó

en 10 ml de solución de prehibridización por cada 120 cm2 de superficie de
membrana durante 4h a 42°C.
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La hibridación se realizó ¡ncubando la membrana a 42°C toda Ia noche en Ia

solución de prehibridación a la cual se le adicionó la sonda marcada y

desnaturalizada en una concentración de 20 ng/mI. Los lavados de Ia

membrana se realizaron en sucesivos pasos en los cuales se disminuyó la

concentración salina y se aumentó la temperatura. El procedimiento incluyó:

a) 2xSSPE, SDS 0,1% (p/v) a temperatura ambiente por 20 min, dos veces y

b) 1xSSPE, SDS 0,1% (p/v) a 65°C por 30 min, dos veces. La membrana

finalmente se Iavó en 2xSSPE y se expuso con intensificador a -70°C. Las

autoradiografías fueron cuantificadas usando un densitómetro láser
Shimadzu.

II-4.3RT-PCR y 5' RACE

Este procedimiento fue diseñado con el objetivo de convertir secuencias

específicas de ARN en ADNc ¡n vitro. EI primer paso consistió precisamente

en dicha síntesis. Para ello, se combinaron 2,5 pmoles de cebadores (oligo

dT o 368-4) con aproximadamente 1 ug de ARN total o ARNm según el caso

y dHZOtratada con DEPC hasta completar un volumen de 15,5 ul. La mezcla

fue incubada 10 min a 70°C para desarmar las estructuras secundarias en el

ARN y luego 1 min a 4°C. EI contenido del tubo fue colectado por

centrifugación adicionándose los siguientes reactivos en el orden descripto:

2,5 ul de amortiguador de PCR 10x (KCI 500 mM, Tris-HCI 100 mM pH 9,

TritonTMX-100 1%), 2,5 ul de MgCIz, 1 ul de una mezcla de dNTPs 10 mM y

2,5 ul de D1T 0,1 M. EI volumen final fue de 24 ul. Los reactivos fueron

mezclados y preincubados 1 min a 42°C. Luego se adicionaron 200 U de

transcriptasa reversa SuperScriptTMll y se incubó a 42°C por 50 min. La

enzima fue inactivada por calentamiento a 70°C por 15 min y Ia mezcla

mantenida a 37°C. Luego de unos minutos se adicionó 1 ul de RNasa y se

incubó a 37°C por 30 min.

Los productos de Ia transcripción reversa fueron posteriormente separados
del exceso de cebadores utilizando el sistema de purificación de ADNc
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conocido como GlassMax (LifeTechnologies Inc.). En este procedimiento, al

total de Ia muestra obtenida en el paso anterior se le adicionaron 120 ul de

Nal 6 M. La solución de ADNc/Nal fue transferida a un soporte GlassMax y

centrifugada a 13000xg por 20 seg. EI ADNc quedó retenido en Ia resina y

se lavó tres veces con 0,4 ml de solución de lavado 1x y una vez con 0,4 mI

de etanol 70%. EI soporte fue transferido a un nuevo tubo eppendorfTM y

centrifugado a 13000xg por 1 min. El ADNc sintetizado fue recuperado de la

resina por elución con 50 pl de dHZOprecalentada a 65°C.

El producto de ADNc purificado fue incorporado en la reacción de Ia

deoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) de forma de adicionar una cola

homopolimérica de dCTP en el extremo 3’ del cDNA. Para ello, una cantidad

variable del ADNc obtenido en el paso de purificación anterior (10-50 ul) fue

combinada con 5 ul del buffer de reacción (Tris-HCI 10 mM pH 8,4, KCI 25

mM y MgClz), 2,5 ul de dCTP 2 mM y suficiente cantidad de dH20 tratada

con DEPC para completar un volumen final de 24 pl. La mezcla fue incubada

2-3 min a 94°C y mantenida 1 min en hielo. Luego se adicionó 1 ul de TdT y

se incubó por 10 min a 37°C. Finalmente, la enzima fue inactivada por
calentamiento a 65°C durante 10 min.

El ADNc modificado fue amplificado por PCR. Para ello, 5 pl de esa reacción

fueron incorporados en una mezcla que contenía 5 ul de amortiguador de

PCR 10x (Tris-HCI 200 mM pH 8,4, KCI 500 mM), 3 ul de MgCIz 25 mM, 1 pl

de Ia mezcla de dNTPs 10 mM,2 ul del cebador específico oligoSRC o 341-5

(10 pM) y 2 pl del cebador específico del extremo 3’ (AAP o AUAP) del ADNc

también 10 uM y dH-¿Ohasta completar un volumen final de 49,5 ul. Luego

se adicionaron 2,5 U de Taq ADN polimerasa y Ia mezcla se mantuvo a 4°C

hasta que el ciclador térmico estuvo equilibrado a 94°C. Los tubos fueron

entonces transferidos al ciclador y se realizó el siguiente protocolo de

amplificación: desnaturalización a 94°C por 1 min, hibridación a 55°C por 1

min y extensión a 72°C por 2 min durante 35 ciclos. Alícuotas de 5 a 20 pl de
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esta reacción fueron analizadas en geles de agarosa de acuerdo a los
protocolos convencionales.

En los experimentos de 5’ RACE se utilizó como control un fragmento de

ARN de 891 bp obtenido por transcripción ¡n vitro del gen que codifica para

la enzima cloranfenicol acetil transferasa (CAT) y al cual se le adicionó una

cola de poIi(A‘).

II-4.3.1Subclonado en pGEM-Tde los productos amplificados

Cada uno de los productos amplificados fueron eluídos de Ia matriz de

agarosa aplicando el procedimiento descripto en Ia sección ll-3.1.2 y

directamente ligados al vector pGEM-TT". La reacción de ligación se llevó a

cabo combinando 1 ul de amortiguador de reacción de Ia ligasa 10x (Tris­

HCI 300 mM pH 7,8, MgClz 100 mM, DTF 100 mM y ATP 10 mM), 1 pl de

vector pGEM-T (50 ng), un volumen adecuado del producto de PCR, 3

Unidades Weiss de T4 ADN ligasa y dHZOhasta completar un volumen final

de 10 pl. La mezcla fue incubada toda Ia noche a 4°C.

El producto de la ligación se usó para transformar células competentes

JM109 siguiendo el protocolo descripto en la sección II-3.2.3. Los controles

de ligación realizados fueron tres: el control positivo de ligación, el control de

autoligado del vector y el control de la transformación. Respecto del primero,

la reacción de ligación se llevó a cabo en las condiciones antes descritas,

sólo que el producto de PCR a ligar fue un fragmento de ADN de 542 bp del

gen de la luciferasa (8 ng de insertoz50 ng de vector, relación molar 1:1).

Este fragmento ha sido mutado, generándose múltiples codones de

terminación en los seis marcos de lectura lo cual asegura una baja

producción de colonias azules. La transformación de células JM109 con una

eficiencia de 1x108 UfC/pg produce la aparición de entre un 10-30% de
colonias azules. Los mismos resultados se alcanzaron en los controles de
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fondo. Luego, el ADN recombinante fue extraído (sección II-3.2.4) y

secuenciado (sección II-3.4).

ll-5Obtención y tratamiento de muestras de ADN

II-5.1Extracción de ADNgenómico

La preparación de ADN genómico se realizó utilizando una modificación de

Ia técnica descripta por Cox (Cox, 1968). Un fragmento de 25 mg de tejido

fue homogeneizado en 1 ml de DNAzoITM(Gibco BRL) y el ADN genómico

precipitado con 0,5 ml de etanol 100%. EI pellet se lavó dos veces con 0,8-1

ml de etanol 95% y entre cada lavado el ADN se suspende en etanol

invirtiendo el tubo 3-6 veces. Finalmente, el ADNgenómico se suspendió en

dHZOde manera que la concentración final sea de 0,2-0,3 ug/pl.

lI-5.1.1Amplificación de fragmentos de ADNgenómico por PCR

Una alícuota de 0,1 pg fue utilizada en Ia reacción de amplificación por PCR

utilizando los cebadores 60 y oIigoSRC específicos de p43. La mezcla de

reacción tenía la siguiente composición final: 20 mM Tris-HCI pH 8,4, 50 mM

KCI, 1,5 mM MgClz, 400 nM cebador 60, 400 nM cebador oligo5RC, 200 uM

de cada dNTP y 2,5 U de Taq polimerasa. La amplificación se llevó a cabo

en un ciclador térmico Perkin Elmer 9600 siguiendo 35 ciclos de 94°C por 1

min, 55°C por 30 seg y 72°C por 2 min.

Los productos de amplificación obtenidos se resolvieron en geles de

agarosa 1,5% y se transfirieron a membranas de nylon para su análisis por
Southern blot.

II-5.2Southern bIot y dot bIot

El método empleado fue una variación del procedimiento original descripto

por Southern (Southern, 1975).
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Las muestras a analizar por Southern blot fueron sembradas en un gel de

agarosa y corridas por aproximadamente 2h a 70 volts. Luego de finalizada

la electroforesis el gel, se sumergió en HCI 0,25 M por 15 min (sólo si las

muestras provenían de la amplificación sobre el ADN genómico) y luego se

desnaturalizó por 30 min a temperatura ambiente en una solución de

desnaturalización. La neutralización del gel se consiguió luego de dos
lavados de 15 min cada uno con una solución de NaCI 1,5 M, 0,5 MTris-HCI

pH 7,2, EDTA 1 mM. A partir de este paso el protocolo de transferencia y

fijación del ADN así como también el tratamiento posterior de la membrana

fueron idénticos a los descritos para el Northern blot.

En el caso del dot blot una alícuota de cada una de las muestras a analizar

fueron sembradas directamente en Ia membrana de nylon, fijadas,

desnaturalizadas e hibridizadas según el procedimiento descripto para el
Southern blot.

II-5.2.1Marcación de sondas por nick translation

En un tubo eppendorfTM se colocaron 5 ul de una mezcla de

deoxinucleótidos trifosfato (dATP, dGTP, dTTP; 156 pmoles de cada uno),

200 ng de templado y 50-65 pCi de [a-32P1dCTPen un volumen final de 45

pl. A esta mezcla de reacción se le adicionaron 5 pl de DNA polimerasa

l/DNasa I. La reacción se incubó a 15 °C por 1h y se detuvo por el agregado

de 5 pl de EDTA 0,5 M.

Para separar el nucleótido no incorporado de la sonda marcada, Ia mezcla

de reacción fue sembrada en una columna de Sephadex G-50 (10 ml)

equilibrada con una solución amortiguadora Tris-HCI 10 mM pH 8, NaCl 50

mM, NazEDTA 0,1 mM pH 8. Se colectaron fracciones de 0,5 ml de las

cuales fueron separados 5 pl para su cuantificación en un contador de

centelleo líquido. Luego de establecerse el perfil de elución, las alícuotas

que conformaron el primer pico fueron recolectadas y reunidas en una única
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fracción Ia cual fue desnaturalizada por calor antes de adicionarse a Ia

solución de prehibridización.

lI-6 Obtención de la fracción citosólica de la zona fasciculata de
adrenales de rata

Un grupo de ratas fueron inyectadas con ACTH 200 ug/Kg o con CHx 100

mg/Kg por 10 min y luego con ACTH 200 ug/Kg. Los animales fueron

sacrificados, extraídas las adrenales y liberadas del tejido graso circulante. A

menos que se indique lo contrario, todas las etapas del protocolo se llevaron

a cabo a 4°C. Las glándulas decapsuladas fueron cuarteadas y

homogeneizadas en 0,2 mI de Tris-HCI 10 mM pH 7,5 / manitol 270 mM. El

homogenato fue centrifugado a 800xg durante 10 min y el sobrenadante fue

separado y centrifugado a 105000xg por 1h. El sobrenadante de esta última

centrifugación constituyó la fracción citosólica.

"-6.1 Western blot

Las proteínas contenidas en las fracciones citosólicas obtenidas de Ia zona
fasciculata de adrenales de ratas tratados o no con CHx antes del estímqu

fueron cuantificadas utilizando el método de Lowryet al. (Lowry et a/.,1951).

Una alícuota conteniendo 20 ug de proteínas fue combinada con un

amortiguador conteniendo: Tris-HCI 25 mM pH 6,8, SDS 1%, B­

mercaptoetanol 5%, EDTA 1 mM, glicerol 4% y azul de bromofenol 0,01%.

La mezcla se resolvió electroforéticamente en un SDS-PAGE 12,5% (Mini­

Protean Il System, Bio-Rad) siguiendo las indicaciones descriptas por el

fabricante. Las proteínas fueron electrotransferidas a membranas de

nitrocelulosa durante 2h a 4°C y 100 volts. El procedimiento de identificación

de p43 por Western blot fue el siguiente: las membranas fueron incubadas

con una solución de bloqueo (amortiguador PBS conteniendo 4% de leche

en polvo y 0,5% de Tween 20) a temperatura ambiente por 1h. EI primer

anticuerpo anti-p43 fue adicionado a una solución de bloqueo fresca en una
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dilución 1:500 y las membranas se incubaron durante 1h en estas

condiciones. Posteriormente, las mismas fueron lavadas 3 veces con PBS

1x/0,5% Tween 20 por 10 min cada uno e incubadas por 1h con el segundo

anticuerpo anti-lgG conejo conjugado con fosfatasa alcalina. Las membranas

se lavaron de la forma antes descripta y Ia señal específica fue detectada

por revelado de las membranas con indolilfosfatocomo sustrato.

ll-7 Híbridación in situ

El procedimiento seguido fue similar al descripto previamente por Grillo et

a/., 1994. En este caso fue utilizado un oligonucleótido sintético antisentido

de 22 bases, P1RC. Como controles, se utilizaron los oligonucleótidos de

secuencia directa a la del mensajero en la misma región (P1) y un segundo

oligonucleótido conteniendo el mismo número y composición de bases

ordenadas aleatoriamente (Plscramble). Los oligonucleótidos fueron

marcados en el extremo 3’ con [3581-dATP (1000 Ci/mmol) utilizando la

enzima deoxinucleotidiltransferasa terminal (Gibco BRL), de acuerdo a Ia

técnica descripta por Angulo et al. (Angulo et al.,1991). La sonda marcada

fue separada del nucleótido no incorporado por cromatografía en columnas

pre-empacadas de Sephadex G-25 (Boehringer Mannheim). Los tejidos

seleccionados fueron cortados con un criostato mantenido a -15°C y

montados sobre portaobjetos tratados con dietilpirocarbonato. Las secciones

de cada tejido fueron fijadas por 30 min a 4°C en paraformaldehído 2% /

amortiguador fosfato de sodio 0,1 M pH 7,2 y luego Iavadas por 1-2 min en

0,5xSSC y mantenidas a -70°C hasta el momento de ser utilizadas. El día de
la hibridación, las secciones fueron acetiladas con 0,25% de anhídrido

acético en trietanolamina 0,1 M, pH 8 por 10 min para reducir la unión

inespecífica. Sobre cada portaobjeto se colocaron 100 pl de solución de

hibridación conteniendo F¡coll400 20 mg%, BSA 20 mg%, polivinilpirrolidona

20 mg%, formamida 50%, 3xSSC, DTT 10 mM, ADN de esperma de salmón

0,1mg/ml, EDTA 1 mM, heparina 4 ug/ml, ARNt 0,4 mg/ml, sulfato dextran

10% y 1x107cpm/ml de Ia sonda marcada radiactivamente. Los portaobjetos
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se incuban toda la noche en una atmósfera saturada y a 40°C.
Posteriormente, las secciones fueron Iavadas tres veces con 1xSSC/1mM

D'IT por 20 min cada vez a temperatura ambiente y dos veces con el mismo

amortiguador pero a 45°C. El lavado final fue realizado con 1xSSC a 45°C

por 20 min. Luego de secarse las secciones fueron expuestas sobre un film

KODAKX-OMATAR por 2 semanas.

II-8Transcripción y traducción in vitro

El fragmento del clon D12Ucla1 fue liberado con EcoRl del pBS SK y

subclonado en el vector de expresión pET-22b(+) siguiendo el procedimiento

experimental descripto en las secciones II-3.1.1, ll-3.1.2 y II-3.2.

La transcripción y traducción ¡n vitro se realizó con el Kit comercial TNTTM

Coupled Reticu/ocyte Lysate Systems siguiendo las instrucciones técnicas

del proveedor. En un tubo se combinaron, 25 pl de Iisado de reticulocitos, 2

ul de amortiguador de reacción, 1 ul de la polimerasa de T7, 1 ul de una

mezcla 1 mM de aminoácidos excepto metionina, 4 pl de [3581-metionina

(1000 Ci/mmol) a 10 mCi/ml, 4o U de inhibidor de ribonucleasas RNasinTM,1

ug del templado de ADN y completando a 50 pl con dH20. La mezcla de
reacción se incubó durante 2h a 30°C.

Una alícuota de 5 ul de la misma se analizó en SDS-PAGE y luego fue

transferida a una membrana de nitrocelulosa y expuesta con un filmX-OMAT

AR durante 48h a -70°C. La misma membrana, fue luego bloqueada e

incubada toda la noche a 4°C con una dilución 1:500 del anticuerpo

antipéptido FR7. Posteriormente, Ia membrana fue lavada e incubada con un

segundo anticuerpo según el procedimiento experimental detallado en la
sección II-6.1.
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lI-9Radioinmunoensayo

La medición de corticosterona en plasma fue realizada según Ia técnica

descripta por Resko et al. (Resko et a/., 1974). La corticosterona fue

adquirida a New England Nuclear y el anticuerpo utilizado fue una donación

del Dr. Alain Bélanger de la Universidad de Laval, Quebec, Canadá.

II-10Análisis de secuencias y alineamientos

Las homologías de secuencia fueron analizadas con el programa

GeneJockey/I y los alineamientos confirmados utilizando el BLAST (Basic

Local Alignment Search Tool) del National Center for Biotechnology
Information.
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l- Clonado z caracterización molecular de 943

l-1 Introducción

En trabajos previos, Paz et al. describieron Ia purificación de p43 a partir de
Ia fracción citosólica de la zona fasciculata de adrenales de ratas

estimuladas ¡n vivo con ACTH (citosoles activados) (Paz et a/., 1994). En

estas condiciones, la proteína resulta biológicamente activa y por lo tanto

factible de ser detectada en un ensayo de recombinación in vitro (Neher et

a/., 1982). El protocolo seguido incluyó la combinación de diferentes

cromatografías (DEAE-celulosa, Sephadex G-100, Mono Q y Superosa

HPLC) y finalmente la elución de la proteína de geles de poliacrilamida. El

procedimiento seguido resultó en un grado de purificación de 13000 veces.

p43 se presenta como un doblete de bandas característico de proteínas con

múltiples sitios de fosforilación cuando una alícuota de Ia misma es

analizada en geles de poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE).

Además, se describió que una alícuota parcialmente purificada de p43,

obtenida de citosoles activados, presenta varias isoformas fosforiladas

cuando se analiza en geles bidimensionales y Western bIot (Paz et a/.,

1994). Más aún, fracciones de Mono Q HPLC con las que eluye p43,

obtenidas a partir de citosoles controles (ratas no estimuladas) y activados,

exhiben diferentes isoformas fosforiladas cuya aparición es dependiente de

ACTH (Paz et al., 1994). Otros experimentos confirmaron la naturaleza

fosfoproteica de p43 ya que el tratamiento con fosfatasa ácida de una

alícuota parcialmente purificada de esta proteína disminuyó el número de

isoformas fosforiladas de p43 cuando se analizó en geles bidimensionales y

Western blot (Finkielstein et al., 1996).

Una alícuota de p43 eluída de SDS-PAGE fue sometida a digestión tríptica y

los productos obtenidos fueron separados por una columna de HPLCen fase

reversa y microsecuenciados (Paz et ai, 1994). No se encontró homología
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significativa para estas secuencias en los diferentes bancos de datos

(Brookhaven Protein Data Bank; Swiss-Prot; P/R; CDS translations from

GenBank) deduciéndose entonces que se trataba de una proteína novel

(Paz et a/., 1994).

Anticuerpos anti-péptidos sintéticos de las regiones microsecuenciadas de

p43 fueron capaces de reconocer a la proteina en su forma nativa

(Finkielstein et a/., 1996) y desnaturalizada en geles de poliacrilamida en

una y dos dimensiones (Paz et a/., 1994; Finkielstein et a/., 1996).

En el presente trabajo se detallan los avances alcanzados en la

caracterización molecular de p43.

I-2Relación entre el clon D12Ucla1y p43

Una alícuota purificada de p43 se sometió a digestión con tripsina y N-Asp

endoproteinasa (Paz, 1996). Algunos de los péptidos obtenidos se

purificaron y microsecuenciaron, obteniéndose nueve secuencias noveles

que se resumen en la Tabla I.

El análisis de diferentes bancos de datos de proteínas con los péptidos

incluídos en Ia Tabla l no reveló una homología de secuencia significativa

con otras proteínas. Sin embargo, el análisis en el GenBank de las

secuencias nucleotídicas degeneradas correspondientes a cada uno de los

péptidos secuenciados, reveló Ia existencia de un fragmento de ADNc

parcialmente caracterizado de Mus musculus domesticus que contenía dos

de los péptidos microsecuenciados de p43 (Warden et a/., 1993).

Este fragmento, denominado D12Uc|a1, fue aislado de una biblioteca AZAP

construida por transcripción reversa del ARNm derivado del hígado de un

ratón hembra F1(C57BL/6J x CBNJ) utilizando como cebador oligo dT. Cada

uno de los fragmentos obtenidos fueron subclonados en el sitio EcoRI del

plásmido Bluescript (pBS).
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Nomenclatura
delpépfido Secuencia

FG7

A1OA

V15Q

FR56

G11K

F7R

FR38

FR20

FR11

FR33

FR4O

FR64

FR54

FR28

NATLSLEPGS (amino terminal) (**)

ADAGGELDLA (**)

WELEVLDGHEPDGGQR (**)

IEYFEEAVNYL

GPGIGLLGISK (**)

FMAPGVR (**)

LAPEQPVTLR

TMETMR

GH(W)EVK

GALFR

EPERPLWRLVK

*DAWQQLQTFFHKQLSGK

*DEPLSITVRGLAPEQPVTLRA(A)L

*DEKGALFRAHARYRA

Tabla l. Secuencia de aminoácidos de los diferentes péptidos de p43. Los péptidos
fueron obtenidos por digestión con tripsina o con una N-Asp endoproteinasa ('). Los
fragmentos generados fueron separados por HPLC. purificados y microsecuenciados por el
método de Edman (Fischer er al._ 1991). Los péptidos señalados (") fueron descriptos por
Paz et al. (Paz et al., 1994). (Xaa) significa que el aminoácído señalado tiene un 50% de
probabilidad de ser el correcto.
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Los rastreos realizados sobre la biblioteca de AZAP se realizaron

descartando los clones relacionados a los mensajeros más abundantes,

permitiendo así el aislamiento de otros menos abundantes para su posterior

mapeo cromosómico. Para tal fin, se procedió a realizar rastreos cíclicos

utilizando como sonda ADNcde clones previamente identificados (Waterston

et al., 1992). De esta manera, sólo aquellos clones que no hibridizaban con

la sonda eran seleccionados. Una vez purificados, los mismos fueron

parcialmente caracterizados por secuenciación de ambos extremos con

cebadores universales e incorporados al GenBank.

El clon D12Uc|a1 (ATCC 63280) corresponde a un inserto de ADNc de

aproximadamente 1,4 kb fue clonado en el sitio EcoRl de pBS SK. El

número de acceso en el GenBank L11811 corresponde a una secuencia

parcial de este clon. Esta secuencia de 341 bp (Figura 1A) presenta dos

marcos de lectura abierto (Figura 1B) de los cuales uno (RF2), que codifica

para 113 aminoácidos, incluye a dos de los péptidos obtenidos por digestión

tríptica de p43, el V15Q (con un 100% de homología) y el F7R (con un

85,7% de homología) (Figura 1A). En el F7R, esta diferencia se debe

únicamente al cambio de una A por una T en la primera posición del triplete

de la secuencia del D12Uc|a1, lo que provoca el cambio del aminoácido Met

(M) por Leu (L). Este cambio probablemente resulte de las divergencias

evolutivas entre Mus muscu/us (D12Uc|a1) y Rattus norvergicus que es la

especie a partir de la cual se purificó p43.

Una segunda secuencia parcial del clon D12Uc|a1 de 463 bp encontrada en

el GenBank (L11810) no incluía ninguno de los péptidos microsecuenciados

de p43 descriptos en la Tabla l, ni presentaba un marco de lectura abierto
extenso. Dicha secuencia se obtuvo utilizando un segundo cebador universal

ubicado sobre el plásmido y en el otro extremo del fragmento D12Uc|a1.

Teniendo en cuenta Ia existencia de péptidos de p43 dentro del fragmento

de 1,4 kb fue conveniente proceder a su caracterización completa.
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A

(GTCCCAGCAGCTGCGGCCCGAGGGCTCAAGGTTCAGCGTGACGTGCAGACGCCCTTCGTGGTGGAGCTGGAGGTGCT 78

VPAAAARGLKVQRDVQTPF 26

V150 F7R————-—--—-—p -—-——-—>
GGACGGACACGAGCCCGACGGCGGGCAGCGGCTTGCACATGCGGTGCACGAGCGTCACTTCTGGCTCCGGGGGTGCG 156

' ‘ ‘ W A H A v H E R H 52
164 V15Q F7R

l
GCGCGTGCCCCGTACGAGAGGGCCGGGTGCGCGCCACGCTCTTCCTGCCCCCAGAACCTGGACCCTTTCCTGGGATCA 234

R V P R T R G P G A R H A L P A P R T W T L S W D H 78

264 92 eo
I

TAGACCTTTTTGGAGTTGGAGGTGGCCTTTCTGGAGTATCGGGCGAGCCTGCTGGCTGGGAAGGGGCTTTCGTCAAGG 312

R P F I S W R I P F W S I G R A C N L G R G F R Q G 104

337

l
CTCTGGCTTATTACAACTACGATGGACCT 341

s c L L Q L R w T 113

B
Longitud del ADN %

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
l l l l l l l I l l l

RF1 : ———_—)
RF 2 :
RF 3 2

RF 4 t z
RF5 (————
RF 6 t 1

Figura 1. Secuencia de nucleótidos y de aminoácidos correspondiente al fragmento
L11811. A. Secuencia depositada en el GenBank. Las flechas horizontales abarcan las
regiones correspondientes a los oligonucleótidos sintetizados. Las secuencias homólogas a
los péptidos V15Q y F7R de p43 se incluyen en los rectángulos. EI nucleótido de Ia posición
140 se indica sombreado y los nucleótidos 164, 264 y 337 se indican con una flecha vertical.
B. Análisis de los seis marcos de lectura en esta secuencia.
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Una primera aproximación experimental para identificar Ia presencia de

algún otro péptido dentro del fragmento consistió en realizar diferentes

reacciones de amplificación por PCR sobre el templado del clon D12Uc|a1

con una variedad de oligonucleótidosque en algunos casos correspondían a

secuencias incluidas dentro del vector y flanqueantes al inserto y en otros,

correspondían a secuencias degeneradas deducida de Ia aminoacídica

correspondiente a alguno de los péptidos. Tal es el caso del oligoSRC

degenerado, que es un oligonucleótido de 21 bp que corresponde a Ia

secuencia nucleotídica de Ia región QTFFHKQ incluída en el péptido FR64.

Los resultados de las diferentes amplificaciones se muestran en Ia Figura 2.

En Ia calle 1 se observa el producto de amplificación obtenido con los

cebadores T7/T3 que corresponde al fragmento completo de 1,4 kb y a las

regiones flanqueantes del vector incluídas entre el sitio de clonado y los

cebadores T3 y T7. En la calle 2 se observa un único fragmento de

aproximadamente 820 bp amplificado con los cebadores 92/61A. Una

alícuota de este producto fue reamplificada con los cebadores 60/61A. En

este caso, el fragmento obtenido fue 20 bp menor que el anterior (calle 3) Io

cual se correlaciona con las posiciones relativas de los cebadores 60 y 92

en el clon L11811 (Figura 1).

La amplificación con el cebador 61A y los oligonucleótidos V15Q (23 bp) o

F7R (18 bp) origina productos específicos de aproximadamente 1000 y 950

bp respectivamente (calles 8 y 11). La diferencia de tamaño entre los

fragmentos amplificados es la esperada en relación a Ia distancia descripta

para los péptidos. Las mismas observaciones se desprenden de los

resultados obtenidos entre T3 y V15Q o F7R (calles 10 y 13).

Las calles 5 y 9 muestran los productos de amplificación obtenidos con el

oligoSRC degenerado y los cebadores 60 o V150 respectivamente. Los

fragmentos obtenidos de aproximadamente 700 y 900 bp resultan

específicos ya que las diferencias entre sus respectivos tamaños se
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T7/T3

í 92/61A

í 60/61AoligoSRC/GO
61AN15Q

oligoSRCN 15Q
T3N1SQ

61A/F7R
T3/F7R

C(—) Std C(-)íStd bpT I ‘ T T

/ 310

‘ 271, 281

Figura 2. Amplificación de regiones específicas de la secuencia del clon D12Uc|a1.A.
Una alícuota de 20 ng del pBS SK'/D12Ucla1 fue amplificada por PCR siguiendo las
condiciones experimentales descriptas en Materiales y Métodos. Los productos obtenidos
con las diferentes combinaciones de cebadores se resolvieron en un gel de agarosa 1,5% y
se muestran en la calle 1: T7/T3; calle 2: 92/61A; calle 3: 60/61A; calle 5: oligoSRC/60; calle
8: 61AN15Q; calle 9: oIigoSRCN15Q; calle 10: T3N15Q; calle 11: 61A/F7R; calle 13:
T3/F7R. Las calles 4 y 12 son los controles negativos de los cebadores oligoSRC y 60
respectivamente En cada una de las calles 7 y 14 se sembraron alícuotas de una
combinación de marcadores de ADN MHindIll y (pX174/HaeIII.

117



RESULTADOS YDISCUSION

correlacionan con Ia distancia que separa al cebador 60 del V150 en la

secuencia. Este resultado sugiere que la secuencia correspondiente al
oligoSRC y por lo tanto la del péptido FR64 están contenidas en el clon
D12Ucla1.

De acuerdo a estos resultados resultaba de interés obtener la secuencia

completa del clon para poder determinar al menos una parte de la secuencia

codificante de p43. Inicialmente, la estrategia seguida consistió en Ia

secuenciación de ambas hebras del fragmento de 1,4 kb desde ambos

extremos con cebadores universales (T7/T3). A partir de Ia información de

secuencia obtenida, se sintetizaron nuevos oligonucleótidos que a su vez
sirvieronde cebadores en nuevas reacciones de secuenciación.

De las lecturas obtenidas en la región de la secuencia próxima a los

cebadores universales fue posible deducir la orientación del fragmento

respecto del promotor de T7 en el pBS e identificar Ia región 3’ no

codificante (3’UTR)del clon. En esta región se detectaron dos señales de

poliadenilación (AATAAA)que precedían en 69 y 20 bp a la cola de poli(A‘).

Además, parte de la secuencia nucleotidica de este extremo estaba

contenida en el clon L11810. Más aún, la secuencia descripta incluía al

oligo5RC y en consecuencia al péptido FR64, Io cual confirmaba los

resultados obtenidos por PCR.

La secuencia aminoacídica del péptido FR64 era 82,4% similar a Ia

correspondiente región en el clon D12Ucla1. En este caso, las diferencias se

deben a modificaciones en la porción C-terminal del péptido. EI cambio de

los últimos tres aminoácidos SGK (5’ TCNGGNAAR 3’) en el péptido

microsecuenciado de p43 por GSE (5’ GGTAGTGAG 3’) en el clon D12Ucla1

refleja claras diferencias en Ia secuencia nucleotidica dentro de esta región.

La secuenciación de ambas hebras del fragmento de 1,4 kb se completó

mediante el diseño de oligonucleótidos de regiones internas. Sin embargo,
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algunas regiones presentaban compresiones como consecuencia de un alto

contenido en GC, Io que generaba una estructura topológicamente

inaccesible a la polimerasa. En un principio se procedió a resolver estas

estructuras con análogos de nucleótidos sin embargo, los resultados

obtenidos no fueron satisfactorios obligándonos a cambiar la estrategia

experimental. Por lo tanto, se procedió a Ia amplificación por PCR de

diferentes regiones internas del fragmento y a la secuenciación directa de

los productos obtenidos. En paralelo, se procedió a subclonar y secuenciar

los fragmentos obtenidos por digestión del clon D12Uc|a1 con diferentes

endonucleasas de restricción. El conjunto de los resultados de secuencia
obtenidos resultó en Ia caracterización molecular del clon D12Uc|a1.

La secuencia del clon D12Uc|a1 (Figura 3) presentó un marco de lectura

abierto de 1009 bp y una región 3’UTR de 309 bp que incluye dos sitios de

poliadenilación localizados en las posiciones 1232 y 1281 y una cola de

poli(A’). La región codificante se extiende 336 aminoácidos e incluye

además de los descriptos V150, F7R y FR64 a otros cuatro péptidos

descriptos en la Tabla I. Ellos son: FR20, FR56, FR11 y GIIK. A excepción

del G11K cuya secuencia resultó idéntica a la del clon D12Uc|a1, los otros

péptidos presentaron una identidad parcial: FR20 y FR11, 66,7% y FR56
91%.

Los datos de secuencias obtenidos sugieren que la información depositada

en el GenBank, bajo el número de acceso L11811, contiene dos errores de

lectura en las posiciones 264 (T) y 337 (G) además de la adición de una

base (C) en la posición 164 (Figuras 1A y 3). La consecuencia directa de

esta última observación es el cambio en el marco de lectura a partir del

aminoácido 56 (Figura 1B). Esto explica las diferencias en la estructura

primaria observadas entre el clon D12Uc|a1 (Figura 3) y la secuencia

L11811 descripta en el GenBank (Figura 1).
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CGTCC(AGCAGCTGCCGCCCGAGGGCTCAAGGTTCAGCGTGACGTGCAGACGCCCTTCGTGGTGGAGCTGGAGGTGCT 78

v P A A A A R a L K v Q R o v Q T P F lll'lllllll'llllll 26
v15o F7R

GGACGGACACGAGCCCGACGGCGGG(AGCGGCTTGCACATGCGGTGCACGAGCGTCACTTCTTGGCTCCGGGGGTGCG 156

164 V150 F7R

GCGCGTGCCCGTACGAGAGGGCCGGGTGCGCGCCACGCTCTÏCCTGCCCCCAGAACCTGGACCCTTTCCTGGGATCAT 234
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FR11 G11K

TGCTATGGCCTCCTTCCTGAAGGGCATCACAGCTGCTGTGGTCATCAATGGCTCCGTGGCTGCTGTTGGGAACACCAT 546
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TGTTGTAGATGCÏTTGCAAAGCC(TCTGGTAGACAAGAAGAGCTTCATÏC(CCTGGAAAGGÏCTGACACGACCTTCCÏ 702
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GTTCCTCGTAGGTCAGGAC6ACCACAACT6GAAGAGCGAGTTCTATGCTGATGAGATCTCCAAACGCCTGCAGGCGCA 780
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A c M u L L v c A K I T F c c E P K P H A N A Q L III 312
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FRS4

TATTATATGATGGTTTGGAcaTTccaGAAAcGTACAAATAcATTGTAAGAATATcATTTCAGATcAcTLCATcTGAAC 1092.h__________________
ATAAAACTGCTTTAGATTTACATTTAAAAAAATTGATATAATTATCAAAATAGTGCTGATT(AAGGGCTGGGAATGGA 1170

GTTTCATTGTCAAGTCCTTGACTGGCGCATGCAGGATCCTCGGTTCAATCCAGCTGCGAGAAATAAAGCACGTTCTÁT 1248

GGAAACTGGAGCTATCCAAGAAAAGTGCCAGGAATAAAAAGGAACCATGATTAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1318

Figura 3. Secuencia de nucleótidos y de aminoácidos del clon D12Uc|a1. La secuencia
presentada incluye toda la región codificante del inserto, el codón de terminación (TAA) que
se indica con un punto negro y Ia región 3'UTR que incluye las señales de poliadenilacíón,
AATAAA(doblemente subrayadas) y la cola de poli(A*).Dentro de la región codificante se
subrayan las secuencias correspondientes a los cebadores utilizados en las distintas
amplificaciones. Se indican con flechas verticales la posición de los nucleótidos 164, 264 y
337. El sitio Ncol (CCATGG) se encuentra sombreado. Los rectángulos incluyen las
regiones homólogas a los péptidos microsecuenciados de p43.
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Otras diferencias de secuencia han sido detectadas en las 463 bp

correspondientes al clon L11810. En este fragmento se encontraron cambios

de nucleótidos en las posiciones 217 a 219 (TTA por ATA), deleciones en

las posiciones 11, 15, 19, 28, 31, 39, 54, 55, 63, 66, 80, 81, 91, 120, 333 y

339, inserciones en 276 (A)y en 95 (AG) y cambios de nucleótidos en 10, 23

y 53. La consecuencia más importante de estas diferencias se refleja en el

cambio del marco de lectura en Ia secuencia y en Ia aparición del péptido
FR64 en la misma.

En síntesis podemos decir que el clon D12Uc|a1 está relacionado con p43,

aunque sólo es un fragmento del correspondiente ARNm. Esta afirmación se

basa en el hecho de que D12Uc|a1 contiene siete de los péptidos

microsecuenciados de p43 que se ordenan desde las regiones N a C­

terminal de Ia siguiente forma: V150, F7R, FR20, FR56, FR11, GIIKy FR64

y en que, si bien incluye la región 3'UTR completa, no contiene la secuencia

correspondiente al péptido N-terminal ni Ia de los otros siete péptidos

internos descriptos en Ia Tabla I. En consecuencia se deduce que parte de

Ia región 5' codificante está ausente.

Las diferencias de secuencias encontradas entre algunos de los péptidos

microsecuenciados de p43 y su región homóloga en el clon D12Uc|a1 serían

de esperar de acuerdo a las diferencias evolutivas que puedan existir entre

las especies de las cuales derivan ambas secuencias, aunque también

podrían sugerir la existencia de isoenzimas molecularmente relacionadas a

p43. El conjunto de las observaciones antes detalladas hacen del clon

D12Uc|a1 un fragmento valioso para los estudios moleculares tendientes a

caracterizar la estructura primaria de p43.

I-3 Transcripción y traducción in vitro del clon D12Ucla1

Con el fin de confirmar los resultados de los estudios de secuenciación del

clon D12Uc|a1 y la identidad del producto de expresión de dicho clon, se
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estudió la posibilidad de que anticuerpos antipéptidos sintéticos de p43

puedan reconocerlo. A tal fin, el fragmento de 1,4 kb se clonó en un vector

de expresión adecuado (Figura 4A), según el procedimiento descripto en

Materiales y Métodos y el producto de la transcripción y traducción ¡n vitro se

analizó por SDS-PAGE, Western blot y autoradiografía.

La elección del vector de expresión se ajustó a las características del

fragmento aislado el cual carece de Ia región 5’UTR y en consecuencia de

las señales necesarias para su transcripción y traducción in vitro. El clonado

en este tipo de vectores genera una pseudo-región 5'UTR que permite la

transcripción y traducción del clon por contener las secuencias AAGGAGy

ATG de unión a ribosomas en procariontes y de inicio de la traducción

respectivamente. Todo el sistema queda bajo la regulación del promotor de

T7 y el operador lac (Figura 4B).

En este vector, el poli-linkerse encuentra a continuación de una secuencia

señal N-terminal, pelB, que se incluye en todas las proteínas de fusión

producidas y que permite que las mismas sean exportadas al espacio

periplásmico luego de ser sintetizadas en un sistema ¡n vivo. EI inserto se

clonó downstream de peIB por Io que la porción N-terminal de la proteína

sintetizada incluyó33 aminoácidos adicionales.

EI fragmento de 1,4 Kb se liberó del pBS SK con la endonucleasa de

restricción EcoRl y se clonó en el mismo sitio dentro del poli-linker del vector

pET-22b(+). De esta forma, el marco de lectura abierto 2 de D12Ucla1 queda

en frame y el producto de expresión obtenido contiene los péptidos de p43

(Studier y Moffatt 1986; Studier et a/., 1990) (Figura 4C). El procedimiento

experimental seguido se detalla en las secciones ll-3.1.1 y Il-3.2

Con la intención de determinar la orientación del fragmento clonado respecto

del promotor de T7, el producto de Iigación pET-22b(+)/D12Ucla1 se usó

para transformar células (sección Il-3.2.3 de Materiales y Métodos) y el
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Figura 4. Estructura del pET-22b(+) y estrategia de cionado. A. Representación
esquemática de pET-22b(+) donde se indica el sitio de clonado de D12Ucla1. B. Secuencia
de nucleótidos correspondientes a la región adyacente al sitio de clonado. En la misma se
indica con una flecha la región promotora de T7 y se subrayan, la región operadora, el sitio
de unión a ribosomas, Ia secuencia correspondiente al péptido señal y los posibles sitios de
cionado.C. Secuencia parcial de nucleótidos de la región adyacente al sitio de clonado y de
las primeras 184 bp del clon D12Uc|a1. Con un rectángqu se indica el péptido V15Q de p43
y con líneas las posiciones de las regiones promotoras y operadoras.
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ADNds plasmídico extraído se analizó según se describe en Ia sección ll­

3.1.1 de Materiales y Métodos. Algunas de las colonias transformantes

fueron picadas, crecidas y el ADN plasmídico extraído y cortado con EcoRl

para verificar Ia presencia del inserto. Como puede observarse en Ia Figura

5A, las transformantes 1, 3, 4, 6, 8, 9 y 10 contienen el fragmento de 1,4 kb.

La orientación del mismo respecto del promotor de T7 se determinó cortando

sucesivamente una alícuota del plásmido purificado de cada una de las

transformantes con Ncol y EcoRl. La endonucleasa Ncol tiene un sitio único

de corte en D12Ucla1 en la posición 921 respecto del extremo 5' (Figura 3).

De esta forma, sólo aquellas colonias recombinantes cuyo corte con Ncol

liberen un fragmento de aproximadamente este tamaño, estarán orientadas

correctamente respecto del promotor de T7; si por el contrario el inserto está

invertido, el fragmento esperado es de 397 bp. En la Figura SB se muestra el

resultado obtenido luego de cortar una alícuota de cada una de las

transformantes antes mencionadas con Ncol y EcoRl. En este caso vemos

que únicamente las transformantes 3 y 10 contienen el inserto en la
orientación correcta.

Una alícuota de la transformante 3 fue utilizada como templado en la

transcripción y traducción ¡n vitro siguiendo el procedimiento descripto en

Materiales y Métodos. La síntesis de la proteína de fusión se realizó en

presencia de [3SS]—Metioninay el producto obtenido se resolvió en SDS­

PAGE y luego se analizó por Western blot y autoradiografía.

La masa molecular esperada para la proteína de fusión se correspondió con

la detectada por estas técnicas. La traducción de la región codificante del

clon D12Ucla1 y de Ia correspondiente al péptido señal ubicado upstream

del sitio de clonado produjo un polipéptido de masa molecular 40590 que fue

reconocido en un Western blot por el anticuerpo antipéptido-F7R de p43

(Figura 6).

De esta forma, los anticuerpos anti-péptidos de p43 reconocieron al producto
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A
Transformante Transformante
12345 678910

Transformante
13468910

bP

1018 -> i

517, 506 ->

Figura 5. Determinación de la orientación de D12Ucla1 respecto del promotor T7 en
pET-22b(+). A. Una alícuota de 2 ug de ADN plasmídico purificado de cada una de las
transformantes fue digerido con 20U de EcoRl según se describe en la sección II-3.1.1 de
Materiales y Métodos. EI producto de la digestión se resolvió en geles de agarosa 1,5%. En
las calles 2 a 6 de cada uno de los geles se sembraron las digestiones de las diferentes
transformantes. En la primera y última calle de cada gel se corrieron marcadores de ADN, 1
kb DNA ladder y lDNA/Hindlll (Gibco BRL) respectivamente. B. Dos ug de ADN plasmídico
de las transformantes 1, 3, 4, 6, 8, 9 y 10 fueron digen'dos sucesivamente con 20U de Ncol y
20U de EcoRI y analizados en un gel de agarosa 1,7%. En las calles 2 a 8 se muestra el
producto de la digestión de cada una de las transformantes. En la primera calle se
sembraron marcadores de ADN, 1 kb DNAladder.
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53 kDa — O pelB/D12Ucla1

38kDa— O

Figura 6. Transcripción y traducción in vitro del clon D12Ucla1. A. Una preparación de
ADNds (1 pg ) de pET22b(+)lD12Ucla1 de la transformante 3 fue incluido en el sistema de
expresión in vitro TNTTMcon [3581-metionina como aminoácido marcado. El procedimiento
experimental seguido se detalla en la sección Il-8. El producto obtenido se resolvió en SDS­
PAGE, se transfirió a una membrana de nitrocelulosa y la misma se expuso sobre una
película X-OMATAR por 48h. B. La misma membrana, fue posteriormente incubada con
una dilución 1:500 del anticuerpo purificado anti-péptido F7R y luego revelado con un
segundo anticuerpo acoplado a fosfatasa alcalina, según se describe en la sección lI-6.1.
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de expresión del clon D12Ucla1 aislado de una biblioteca de ADNc de

hígado de Mus muscu/us. Este resultado confirma Ia relación entre el

polipéptido codificado por el clon D12Ucla1 y p43 apoyando de esta forma
las observaciones de secuencia mencionadas anteriormente.

I-4Identificación de p43 en zona fasciculata de adrenal de rata por RT­
PCR

Con el fin de lograr la caracterización de p43 en adrenal de rata se procedió

a Ia identificación y secuenciación del producto de amplificación obtenido

por RT-PCR sobre una preparación de ARNm de la zona fasciculata de la

corteza adrenal, según el procedimiento descripto en la sección "-4.3 de

Materiales y Métodos.

La síntesis del ADNc se realizó por transcripción reversa a partir de un

cebador de oligo dT. La amplificación del fragmento específico se consiguió

empleando una combinación de cebadores no degenerados diseñados a

partir de Ia secuencia de nucleótidos del clon D12Ucla1 en la reacción de

PCR. EI protocolo de amplificación empleado se detalla en Materiales y
Métodos.

Los productos de amplificación obtenidos para cada combinación de

cebadores fueron variables y en general se revelaron múltiples bandas en

geles de agarosa. Sin embargo, la amplificación con los cebadores

60/oligo5RC mostró un único producto de aproximadamente 700 bp (Figura

7, calles 3 y 4). Teniendo en cuenta las posiciones relativas de estos

cebadores en el clon D12Ucla1, el producto de amplificación esperado se

corresponde con el descripto. De alguna manera, este resultado sugiere que
Ia distancia entre los cebadores 60/oligosRC en el ARNm de p43 de rata

está conservada y que probablemente la secuencia de nucleótidos sea

relativamente homóloga a la descripta para el clon D12Ucla1 descartando la

existencia de nuevas regiones de secuencia entre estos cebadores en
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C(-) RT-PCR C(-)
Std oligoSRC oligoSRC/SO Std 60

bP

1636—
1018—>

—700 bp
517, 506 —>

Figura 7. Detección del ARNmde p43 en la zona fasciculata de la corteza adrenal por
RT-PCR. Un pg de ARN total de este tejido fue utilizado como templado en una reacción de
transcripción reversa con oligo dT como cebador. Una alícuota del ADNc sintetizado se
incorporó en una reacción de amplificación por PCR con los cebadores 60/oli905RC
siguiendo el protocolo de ciclado descripto en la sección II-4.3. Una alícuota de 7 pl de esta
amplificación se resolvió en un gel de agarosa 1,7% y el producto obtenido se muestra en
las calles 3 y 4. En las calles 2 y 6 se sembraron alícuotas semejantes correspondientes a
los controles negativos de amplificación. En este caso, la misma reacción de amplificación
por PCR se realizó con un único cebador en cada caso, oligoSRC (calle 2) o 60 (calle 6). En
las calles 1 y 5 se sembraron marcadores de ADN, 1 kb DNA ladder.
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adrenal de rata. La secuenciación del fragmento amplificado confirmó las

conclusiones de los experimentos de RT-PCR.

El producto de 700 bp fue secuenciado directamente a partir de los

cebadores usados en Ia amplificación y con otros de regiones internas

diseñados posteriormente. La lectura completa de la secuencia mostró un

marco de lectura abierto de 692 bp que resultó ser 91% homólogo al clon

D12Ucla1. La confirmación de Ia lectura fue realizada por secuenciación de

ambas hebras del fragmento amplificado subclonado en pGEM-T (sección II­

4.3.1). La correspondiente secuencia de aminoácidos incluyó varios de los

péptidos microsecuenciados de p43, FR20, FR56, FR11, GIIK y FR64

(Figura 8). En todos los casos, Ia homología de secuencia fue del 100%.

Las evidencias presentadas indican que el fragmento amplificado por RT­

PCR en adrenal codifica para un polipéptido que corresponde a parte de la

secuencia de p43. EI hecho de que la secuencia de este ADNc resulte

altamente homóloga al clon D12Ucla1 confirma que ambas secuencias
estaban relacionadas.

l-5 Aislamiento y caracterización de clones de p43 obtenidos a través
de rastreos en diferentes bibliotecas

I-5.1Rastreo de una biblioteca ¿ZAPIIde adrenal

La estrategia seguida para obtener Ia secuencia completa de p43 fue

rastrear una biblioteca de JLZAPIIde adrenal de rata. El procedimiento

seguido se detalla en la sección ll-3 de Materiales y Métodos.

Esta biblioteca incluye fragmentos de hasta 10 kb de ADNc obtenidos por

transcripción reversa de ARNm utilizando como cebador oligo dT‘ En

particular, este oligonucleótido contiene un sitio Xhol en su extremo 5’ y otro

EcoRI adicionado en el extremo 5' de los fragmentos de ADNc doble cadena

sintetizados. Esto permite que los mismos sean clonados
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60———
TGCTGGCTGGGAAGGGTTTTGCCGTCATGGCTCTGGCTTATTACAACTACGACGACCTCCCCAAGACCATGGAAACCA 78

LAGKGFAVMALAYYNYDDLPK_ 26
FR20

TGCGCATTGAGTACTTTGAAGAAGCCGTGAACTACCTGCGTGGCCACCCTGAGGTAAAAGGACCAGGAÁTTGGGCTGC 156I—R__ 52
FR56 FR11 G11K

TTGGGATTTCCAAAGGGGGTGAACTTGGCCTTGCTATGGCCTCCTTCCTGAAGGGCATCACGGCTGCTGTTGTCATCA 234

-GGELGLAMASFLKGITAAVVIN 78

ATGGCTCCGTGGCTGCTGTTGGGAACACCGTATGCTACAAGGATGAGACTATACCCCCTGTGTCCCTTCTGAGAGACA 312

G S V A A V G N T V C Y K D E T I P P V S L L R D K 104

AAGTCAAAATGACCAAAGATGGTCTCTTGGATGTCGTGGAAGCTCTGCAAAG(CCTTTGGTAGACAAGAAGAGCTTCA 390

V K M T K 0 G L L D V V E A L Q S P L V D K K S F I 130

TCCCTGTGGAAAGGTCTGACACGACCTTCCTGTTCCTCGTTGGTCAGGATGACCACAACTGGAAGAGCGAGTTCTATG 468

P V E R S D T T F L F L V G Q D D H N I K S E F Y A 156

CCAGAGAGGCCTCCAAACGCTTGCAGGCCCACGGGAAAGAGAAGCCCCAGATCATCTGCTACCCAGAAGCAGGGCACT 546

R E A S K R L Q A H G K E K P Q I I C Y P E A G H Y 182

ATATCGAGCCTCCTTACTTCCCACTGTGCAGCGCTGGCATGCACCTCTTGGTGGGTGCTAACATCACCTTTGGAGGGG 624

IEPPYFPLCSAGMHLLVGANITFGGE 208

AGCCTAAGCCTCACTCTGTGGCCCAGTTGGATGCAÏGGCAGCAACTCCAGACTTTCTTCCACAAACAGdwfiRc 692
________

FR64

Figura 8. Secuencia de nucleótidos y de aminoácidos del fragmento amplificado por
RT-PCR en adrenal. Los péptidos correspondientes a p43 se encuentran incluídos en los
rectángulos. La secuencia de nucleótidos correspondientes a los cebadores 60/0IigoSRC
utilizados en la reacción de amplificación se encuentra subrayada.
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unidireccionalmente (EcoRl-Xhol) respecto del promotor lacZ en el vector

XZAP.De esta forma, Ia biblioteca puede ser rastreada con sondas de ADN

o con anticuerpos. Además, por tratarse de un vector del tipo Uni-ZAPTMXR

se puede inducir la escisión ¡n vivo del fasgémido pBIuescript, permitiendo

que cualquier inserto pueda ser caracterizado en un sistema plasmídico.

Los rastreos realizados en Ia biblioteca de AZAPIIde adrenal de rata fueron

inicialmente sobre 8x105 fagos recombinantes, siguiendo el procedimiento

experimental detallado en Ia sección II-3. El resultado de cinco series de

rastreos llevó al aislamiento de 17 clones positivos. Los mismos fueron

amplificados y caracterizados mediante el aislamiento del ADN de los

distintos fagos y Ia secuenciación de 300-400 bp de ambos extremos de
cada uno de los clones con los cebadores T3 o T7. EI resultado del estudio

exhaustivo de cada uno de los insertos llevó a Ia identificación de dos clones

positivos relacionados con p43, L720 y L2621 (Figura 9).

La secuencia de nucleótidos del clon L720 incluye 1130 bp de las cuales

197 bp pertenecen a Ia región 3’UTR. Este inserto tiene un marco de lectura

abierto que codifica para un polipéptido de 311 aminoácidos que incluye en

su extremo 5' la secuencia correspondiente al péptido V15Q y dentro de la

región codificante a los péptidos F7R, FR20, FR56, FR11, GIIK y FR64. El

segundo clon tiene una extensión de 1149 bp de las cuales 1117 bp resultan

100% idénticas al clon L720 y las 32 bp restantes se expanden en dirección

5' (Figura 10). En ambos casos Ia detección de siete de los péptidos de p43

con un 100% de homología en el orden descripto para el clon D12Ucla1

(Finkielstein et a/., 1996) y para el fragmento obtenido por RT-PCR de
adrenal confirma Ia identidad de los mismos.

Es de notar que tanto los clones aislados de Ia biblioteca de adrenal como el

clon D12Ucla1 obtenido de una biblioteca de hígado finalizan alrededor de

una misma región 5’ y que ninguno de ellos contiene la región N-terminal de

p43 o una secuencia homóloga ni un codón ATG de iniciación.
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Figura 9. Aislamiento de clones positivos en una biblioteca lZAPIl de adrenal. Una
alícuota de fagos L720 y L2621 aislados luego del cuarto rastreo de la biblioteca fue
combinada con una cantidad apropiada de células XL1-Bluey plaqueadas en LB/amp según
se describe en la sección II-3. El ADN de los fagos fue transferido a membranas de nylon
siguiendo el procedimiento descripto en las secciones I-3 y ll-3. A. y B. Autoradiografías
correspondientes al último rastreo de los clones L720 y L2621 respectivamente. Las flechas
indican algunas de las playas de lisis positivas.
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GCCTGGTCAAGCGCGACGTGCAGAAGCCTTAT 32

L V K R D V Q K P Y 10

TGGTGGAGCTG CTCGACAGGCCCGAGGCGGTCAGCGGCTGGCACAGGCAGTGCACGAGCGTCAC 11ol. » LAQAVHERH36
V150

TCATGGCTCCA GT CGGCGCGTGCCCGTGCGCGACGGGCGGGTGCGCGCCACGCTCTTCCTGCCCCCAGAACCT 188RVPVRDGRVRATLFLPPEP 62
F‘R

GGGCCCTTTCCTGAAATCATAGACCTTTTTGGAGTTGGAGGCGGCCTTCTGGAGTACCGGGCGAGTCTGCTGGCTGGG 266GPFPEIIDLFGVGGGLLEYRASLLAG es
AAGGGTTTTGCCGTCATGGCTCTGGCTTATTACAACTACGACGACCTCCCCAAGACCATGGAAACCATGCGCATTGAG 344KGFAVMALAYYNYDDLPK A 114

FRZG

TACTTTGAAGAAGCCGTGAACTACCTGCGTGG(CACCCTGAGGTAAAAGGACCAGGAATTGGGCTGCTTGGGATTTGC 422

F255 FR11 611K

AAAGGGGGTGAACTTGGCCTTGCTATGGCCTCCTTCCTGAAGGGCATCACGGCTGCTGTTGTCATCAATGGCTCCGT6 500
EE G G E L G L A M A S F L K 6 I T A A V V I N G S V 166

GCTGCTGTTGGGAACACCGTATGCTACAAGGATGAGACTATACCCCCTGTGTCCCTTCTGAGAGACAAAGTCAAAATG 578

A A V 6 N T V C Y K D E T I P P V S L L R D K V K M 192

ACCAAAGATGGTCTCTTGGATGTCGTGGAAGCTCTGCAAAGC(CTTTGGTAGACAAGAAGAGCTTCATCCCTGTGGAA 656

K D 6 L L D V V Q S P L V D K K S F I P V E 218

AGGTCTGACACGACCTTCCTGTTCCTCGTTGGTCAGGATGACCAChACTGGAAGAGCGAGTTCTATGCCAGAGAGGCC 734

R S D T T F L F L V G Q D D H N I K S E F V A R E A 244

TCCAAACGCTTGCAGGCCCACGGGAAAGAGAAGCCCCAGATCATCTGCTACCCAGAAGCAGGGCACTATATCGAGCCT 812

S K R L Q A H G K E K P Q I I C Y P E A G H Y I E P 270

CCTTACTTCCCACTGTGCAGCGCTGGCATGCACCTCTTGGTGGGTGCTAACATCACCTTTGGAGGGGAGCCTAAGCCT 890
P Y F P L C S A G M H L L V G A N I T F G G E P K P 296

CACTCTGTGGCCCAGTTG ATGGCAGCAACTCCAGACTTTCTTCCACAAACGTTGTGGTAGGTTAGGAG 968HsvAQL ' i ° 320
FR54

GTGCCCCCTAAAATATAACCTGTTATGTGGTGGTTTGGGGAAAAACCCAAATATCAGAATGCCACTTCAGTTTAGTTC 046

ATTTGAACACATACTAATTTTTTTAAGTTTCTTTCTTCCTTCCTTTCTTTCTTTCTGTTTTTTTTTTTTGTTGTTGTT 1124

GTTGTTGTTTGTTTGTTTGTTTGAGACAGGGTTTGTCT 1162

.n

Figura 10.Secuencia de nucleótidos y de aminoácidos deducida para los clones L120
y L2621. La secuencia presentada incluye las 1117 bp comunes a ambos clones en color
negro, las 32 bp del extremo 5' de L2621 en azul y la extensión del clon L720 en la región
3'UTR en rojo. En la misma secuencia se indican el codón de terminación (TAG) con un
punto negro y dentro de los rectángulos se incluyen las secuencias de aminoácidos
correspondientes a los péptidos de p43.
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Se realizaron entonces nuevos rastreos sobre Ia biblioteca de fagos

recombinantes con el fin de identificar algún fragmento de ADNc que

contuviera Ia secuencia del extremo 5’ del ARNm de p43. Los rastreos se

realizaron con sondas de ADNc de diferente longitud obtenidas por

amplificación con diferentes cebadores sobre los clones L720, L2621 o

D12Uc|a1 o con otras correspondientes a oligonucleótidos sintéticos de p43

o con anticuerpos antipéptidos de esta proteína. En todos los casos, los

clones positivos identificados resultaron ser fragmentos de ADNc incluídos

en las regiones ya descriptas del ARNmde p43.

l-5.2Rastreo de una biblioteca ¿gt11 de riñón

La segunda estrategia utilizada para identificar el ARNm completo de p43

surgió de la información descripta por Warden et al. en relación al clon

D12Uc|a1 (Warden et al., 1993). Estos autores demostraron que la

expresión del fragmento D12Uc|a1 no se restringía al hígado que de por sí

constituía un sitio de baja expresión, sino que por eI contrario también se

encontraba el transcripto correspondiente en otros tejidos, tales como riñón,

corazón y pulmón. Además, se informaba que en algunos tejidos como

corazón y riñón se detectaba más de un transcripto para D12Uc|a1 (Warden

et al., 1993). Teniendo en cuenta que el sitio de mayor expresión para

D12Uc|a1 es el riñón, decidimos estudiar Ia posibilidad de encontrar el ADNc

completo de p43 o la región 5’ faltante en una biblioteca de este tejido.

Los rastreos se realizaron sobre una biblioteca kgt11 de riñón de rata. Esta

biblioteca contenía fragmentos de ADNc (O,8—4 kb) obtenidos por

transcripción reversa del ARNm poIi(A’) de riñón de rata usando oligo dT

como cebador. Los fragmentos obtenidos fueron clonados en el único sitio

EcoRl del vector. EI procedimiento experimental seguido es el que se detalla

en Materiales y Métodos.

Inicialmente se analizaron 3x105 fagos recombinantes utilizando la misma
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sonda que para Ia biblioteca de AZAPIIde adrenal. En este caso, cada uno

de los rastreos se llevó a cabo con filtros duplicados de manera de evitar el

aislamiento de clones falsos positivos.

El resultado del primer rastreo llevó al aislamiento de 112 clones positivos.

Estos fueron purificados a través de sucesivos rastreos y clasificados en

función de la intensidad de Ia señal positiva. De esta forma, al cabo de cinco

series se seleccionaron 30 clones recombinantes, algunos de los cuales se

muestran en la Figura 11.

A continuación se purificó el ADN de cada uno de los clones y se liberaron

los insertos correspondientes por digestión de una alícuota de la

preparación con Ia endonucleasa EcoRl (sección II-3.1.1 de Materiales y

Métodos). Los fragmentos obtenidos se subclonaron en pBS SK. Sin

embargo, no todos los insertos pudieron liberarse por este tratamiento

probablemente como consecuencia de la pérdida de uno o ambos sitios de

restricción por recombinación génica en los sucesivos rastreos (Figura 12).

Teniendo en cuenta la extensión de Ia deleción se emplearon algunas de las

siguientes estrategias para obtener el inserto.

La primera consistió en cortar el ADN de cada uno de los clones con una

combinación de endonucleasas de restricción de las cuales una era EcoRl y

Ia otra correspondía a una enzima cuyo sitio de corte en el vector era

próximo al sitio de clonado. Esta estrategia resultó en general poco práctica

ya que las endonucleasas de restricción alternativas a EcoRI distaban hasta

1 kb del sitio de clonado (Kpnl o Sacl) en el vector. La consecuencia directa

de la digestión con cualquiera de estas enzimas resulta en la liberación de

un fragmento de ADN que contiene tanto al inserto clonado como un

fragmento de Iambda. Esto implica la secuenciación de una región extra de

ADNdistinta del inserto. Esta estrategia se utilizó para la caracterización de
únicamente dos clones aislados de la biblioteca.
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C7121

Figura 11. Aislamiento de clones positivos en una biblioteca kgt11 de riñón. Una
alícuota de los diferentes fagos positivos aislados luego del cuarto rastreo de Ia biblioteca
fue combinada con una cantidad apropiada de células Y1090r‘y plaqueadas en LB/amp. Ei
ADN de los fagos fue transferido a membranas de nylon siguiendo el procedimiento
descripto en las secciones I-3 y II-3. Las autoradiografías correspondientes al último rastreo
de cada uno de los clones E312, F411, C7121 y B1311 se muestran en los paneles A, B, C
y D respectivamente.
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Figura 12. Digestión con la endonucleasa EcoRl del ADNde algunos de los clones
positivos aislados. Una alícuota de 2 pg de ADN aislado de cada uno de los ciones
positivos fueron digeridos con 20U de EcoRI según se describe en la sección |l-3.1.1. EI
producto de la digestión se resolvió en un gel de agarosa 1,5%. En las calles 1 a 6 y 8 a 14
se muestra el resultado de Ia digestión de los clones F411, H211, 824411, A61, D411, J912,
66211, 662111, 662112, 662113, G6411, J311 y G711. En ias caiies 7 y 15 se sembraron
los marcadores de tamaño de ADN 1 kb DNAIadder y ADNA/Hindlllrespectivamente.
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La segunda estrategia utilizada consistió en diseñar cebadores próximos al

sitio de clonado y amplificar el inserto por PCR (Figura 13). Los fragmentos

amplificadosfueron en algunos casos, secuenciados directamente y en otros

subclonados en pGEM-T según se describe en las secciones Il-3.4.1 y II­
4.3.1.

Para acotar el número de clones a secuenciar, se procedió a analizar el

mapa de restricción de los mismos con Ia intención de identificar un patrón

de corte similar al descripto para los clones D12Uc|a1, L720 y L2621. Por lo

tanto, se procedió a incubar una alícuota de cada una de las preparaciones

de ADN de los diferentes clones amplificados por PCR o subclonados en

pBS con cada una de las endonucleasas indicadas en cada caso. A

continuación, el producto de Ia digestión se analizó en geles de agarosa y el

resultado obtenido se muestra en las Figuras 14, 15, 16.

El análisis de los mapas de restricción sugiere que los clones E312, F411

(no mostrado), B1311 y C7121 están relacionados entre sí y con los de

adrenal e hígado (Figura 17). Los clones E312 y B1311 son digeridos por

Accl y Ncol dando origen a fragmentos de tamaño similar a los obtenidos por

digestión del clon D12Uc|a1 con las mismas enzimas. Por su parte, los

clones C7121 y D12Uc|a1 son digeridos por Ncol, BamHl y Pstl aunque en

este caso, el tamaño de los fragmentos obtenidos se correlacionan sólo

parcialmente. Los resultados obtenidos nos permitió alinearlos entre sí y

especular que todos los clones se interrumpían alrededor de una misma

región 5’ y que, si bien existían clones de mayor tamaño, Ia nueva región se
encontraría hacia el extremo 3'UTR.

La relación existente entre estos clones, aquel de hígado y el obtenido de

adrenal, quedó inicialmente establecida en los estudios de Southern bIot en

los cuales se analizaron alícuotas del producto de amplificación del clon

E312 y de los digestos obtenidos con EcoRI sobre los clones D12Uc|a1.

B1311 y C7121. Estas preparaciones se resolvieron en geles de agarosa y
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Figura 13. Amplificación por PCR de los insertos clonados en lgt11. Una alícuota
conteniendo 0,1 pg de ADN de cada uno de los fagos positivos fue amplificada por PCR
siguiendo las indicaciones sugeridas por los proveedores de la biblioteca. En este caso, se
utilizaron dos cebadores específicos de las regiones flanqueantes al sitio de clonado del
inserto (AM1, 5’GACTCCTGGAGCCCG3’ y AM2, 5’GGTAGCGACCGGCGC3‘) y sobre el
vector kgt11. A. Las calles 2 a 13 muestran los productos de amplificación obtenidos para
los clones, 824411, J912, H211, l7111, G1121, E312, B17111, H311, J5211, A1131, A61 y
66211 respectivamente. B. Se muestran los insertos amplificados correspondientes a los
clones: J528314, 819111, G711, F611, D711, A11311 y G6211 (calles 4 a 10). En las calles
2 y 3 se sembraron los controles negativos correspondientes a Ia amplificación con los
cebadores AM1 o AM2 respectivamente. Los marcadores de ADN (1 kb DNA Iadder) se
sembraron en la primera calle de ambos geles y en la última del Panel A.
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Figura 14. Corte de los productos de amplificación de los clones E312, F611, H211,
J311, l7111 y B1711 con diferentes endonucleasas de restricción. Una alícuota de 10 ul
del producto de PCR de cada uno de los clones fue dígerido con 20U de cada una de las
endonucleasas indicadas siguiendo el procedimiento descripto en Ia sección II-3.1.1. A.
Digestión del clon E312 con Ddel, Pstl, Ach (calles 1 a 3) y Ncol, BamHI y Aval (calles 5 a
7). En las calles 4 y 8 se sembraron marcadores de ADN, q>X174(Gibco BRL) y una alícuota
del inserto sin digerir respectivamente. B. Digestión de los clones F611 , H211 y J311 con
las endonucleasas Accl (calles 1, 4 y 8), Bgll (calles 2, 5 y 9) y Ddel (calles 3, 6 y 10). En la
calle 7 se sembraron los marcadores de ADN 1 kb DNA Iadder. C. Digestión de los clones
I7111 y B1711 con Accl (calles 1 y 5), Bgll (calles 2 y 6) y Ddel (3 y 7). En la calle 4 se
sembraron los marcadores de ADN, 1 kb DNA Iadder.
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Figura 15. Digestión del clon C7121con diferentes endonucleasas de restricción. Una
preparación de 2 pg de ADNds pBS SK*/C7121 fue digen'da sucesivamente con una de las
endonucleasas específicas indicadas y luego con EcoRl. Los productos de cada una de las
digestiones se resolvieron en geles de agarosa 1,5%. A. Calles 2 a 7, digestiones con: Accl,
BamHl, Clal, EcoRI, Hindlll y Kpnl respectivamente. B. Calles 2 a 7, digestiones con: Ncol,
Notl, Pstl, Sacl, Xbal y Xhol respectivamente. En ambos casos, las calles 1 y 8 muestran los
marcadores kDNA/Hindlll y 1 kb DNA Iadder respectivamente. Ambos geles fueron
transferidos e hibridizados con el fragmento de 692 bp, según el procedimiento descripto en
la sección II-5.2. Las autoradiografías se muestran debajo de los Paneles A y B.
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Figura 16. Digestión del clon 81311 con diferentes endonucleasas de restricción. Una
preparación de 2 ug de ADNds pBS SK*/B1311 fue digerida sucesivamente con una de las
endonucleasas específicas indicadas y luego con EcoRI. Los productos de cada una de las
digestiones se resolvieron en geles de agarosa 1,5%. A. Calles 2 a 7, digestiones con: Accl,
BamHI, Clal, EcoRl, Hindlll y Kpnl respectivamente. B. Calles 2 a 7, digestiones con: Ncol,
Notl, Pstl, Sacl, Xbal y Xhol respectivamente. En ambos casos, las calles 1 y 8 muestran los
marcadores lDNA/Hindlll y 1 kb Iadder respectivamente. Ambos geles fueron transferidos e
hibridizados con el fragmento de 692 bp según el procedimiento descripto en la sección ll­
5.2. Las autoradiografías se muestran debajo de los Paneles A y B.
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1300 ->

Figura 17. Digestión del clon D12Uclalcon diferentes endonucleasas de restricción.
Una preparación de 2 ug de ADNds pBS SK'/D12Ucla1 fue digerida sucesivamente con una
de las endonucleasas específicas indicadas y luego con EcoRl. Los productos de cada una
de las digestiones se resolvieron en geles de agarosa 1,5%. A. Calles 2 a 7, digestiones con:
Accl, BamHl, Clal, EcoRI, HindIIIy Kpnl respectivamente. B. Calles 2 a 7, digesliones con:
Ncol, Notl, Pstl, Sacl, Xbal y Xhol respectivamente. En ambos casos, las calles 1 y 8
muestran los marcadores lDNA/Hindlll y 1 kb Iadder respectivamente. Ambos geles fueron
transferidos e hibridizados con el fragmento de 692 bp según el procedimiento descripto en
la sección "-5.2. Las autoradiografías se muestran debajo de los Paneles A y B.
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se transfirieron e hibridizaron con el inserto de 692 bp aislado por RT-PCR

de adrenal. El resultado obtenido se muestra en la autoradiografía incluída

en Ia Figura 18. Del análisis de Ia misma, se desprende que entre estos

fragmentos de ADNexiste una clara relación.

De todos los clones aislados de la biblioteca de riñón se secuenciaron al

menos 350-400 bp en ambas hebras y cada uno de los extremos. En

aquellos casos donde los insertos no pudieron ser subclonados, se procedió

a la secuenciación directa de los productos de amplificación (sección |I-3.4.1

de Materiales y Métodos).

De todos los clones aislados sólo aquellos incluídos en la Figura 18 y el clon

F411 mostraron tener secuencias relacionadas a p43.

EI resultado de la secuenciación señaló que el clon E312 tenía una longitud

de 1275 bp extendiéndose en 61 bp hacia Ia región 5’ respecto de la

secuencia de nucleótidos correspondiente al péptido V1SQ. Además, los

clones E312 y F411 resultaron idénticos aunque sus insertos estaban

invertidos en relación a la posición del amplímero 5’ del vector y exhibían

una secuencia nueva de 140 bp incluída en Ia posición 416 de estos clones

(Figura 19). Por su parte, los clones B1311 y C7121 contenían insertos de

1070 bp y 1711 bp respectivamente. Ninguno de ellos incluyó Ia región de

140 bp, ambos se extendieron hacia Ia región 3’UTR aunque ninguno

contenía la cola de poli(A*). En particular, el clon B1311 estaba incluido

dentro de los descriptos en adrenal (Figura 20). El clon C7121 presentó una

región codificante homóloga a las descriptas para los clones E312 y B1311

aunque su región 3' UTRera diferente. Esto sugiere que C7121 puede ser el

producto de expresión de otro gen. Al igual que Io informado para los clones

de adrenal y el D12Ucla1, los clones aislados de riñón no incluyeron un

codón de iniciación ni Ia región correspondiente al péptido N-terminal

sugiriendo que estos clones pierden también la región 5’.
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C7121
D12Ucla1

E312

l’B1311
bp

Figura 18. Análisis por Southern blot de los clones E312, 81311, C7121, D12Ucla1 y el
fragmento amplificado por RT-PCR. Alícuotas equivalentes de ADNdsde cada uno de los
clones B1311, C7121 y D12Ucla1 fueron cortadas con EcoRI y el producto de la digestión
sembrado en un gel de agarosa 1,5% junto a una alícuota del producto de amplificación del
clon E312. Las muestras fueron transferidas a una membrana de nylon e hibridizadas con el
fragmento de 692 bp obtenido por RT-PCR de adrenai marcado por nick translation (sección
II-5.2.1 de Materiales y Métodos). En la figura se muestra la autorradiografía
correspondiente. Las calles 1 a 4 corresponden a los clones C7121, D12Ucla1, E312 y
B1311 respectivamente.
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rrcnrncrrrrïrïrrrcrru l u I ¡(mAGGT 78
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V150 F7R
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CGCTCTGGCTTATTAÜIK‘TÁÍGHGAK KH KI IK-IK-“TTGAGTACTTTGAAGAÁGCCGT 390AuvvuvnLH_I_130

FR20 FR56
GAACUCCTGCGTGGCCACCCTGAGGTI Iuüücluu ¡un! I TTGG 468—a--c aeLc 156

FR11 G11K
CCTTGCTATGGCCTCCTTCCTGAAGGGCATCACGGCTGCTGTTGTCATCMTGGCTCCGTGGCTGCTGTTGGGAACAC 546

LAMASFLKGITAAVVINGSVAAVGIT 182
CGTATM uuuuluunuiu ¡LH 624
VCYKDETIPPVSLLRDKVKHTKDGLL 208

hblihithbbllkL lleLAAAbLLLII ilLAILLL ¡mrarmrr‘n 702

DVVEALQSPLVDKKSFIPVERSDTTF 234
(CTGTTCCTCGT ¡“INV-¡“IMM I-lK-I IL fTCCAAACGCTTGCAGGC 780

LFLVGQDDHNIKSEFYAREASKRLQA 260
rnr l rArATrATrTGfTAi uu ICGAGCCTCCTTACTÏCCCACTGTG 858

HGKEKPQIICVPEAGHVIEPPYFPLC 286
CAGCGCTGGCATCCACCÏCTTGGTGGGÏGCTAACÁTCAC(TT IllK-K KIflfoTGTGGCCLAGI I 936

SAGMHLLVGANITFGGEPKPHSVAQL 312
u uuu Ii |Ll Iunuuuul uuunuw uuu. IAAAATATA1014

S I 330
F 6

ACCTGTTATGTGGTGGTTTGGGGAAAAACCCAAATATCAGAATGC(ACTTCAGTTTAGTTCATTTGAACACATACTAA 1092

TTTTTTTAAGTTTCTTTCTTCCTTCCTTTCTTTCTTTCTGTTT 1275

Figura 19. Secuencia de nucleótidos y de aminoácidos correspondientes al clon E312.
La secuencia presentada incluye el codón de terminación (TAG), que se indica con un punto
negro y a continuación la región 3’UTR.Con un inserto negro se esquematiza la posición del
fragmento de 140 bp incluido en esta secuencia. Los rectángulos contienen la secuencia
homóloga a los péptidos microsecuenciados de p43.
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GCGCGACGTGCAGAAGCCTTATGTGGTGGAGCTGGAGGTRDVQKPY—
GCTGGACGGACACGAGCCCGACGGCGGTCAGCGGCTGGCACAGGCAGTGCACGAGCGTCACTTCATGGCTCCAGGGGT

V15Q F7R
GCGGCGCGTGCCCGTGCGCGACGGGCGGGTGCGCGCCACGCTCTTCCTGCCCCCAGAACCTGGGCCCTTTCCTGAAAT

.RVPVRDGRVRATLFLPPEPGPFPEI
(ATAGACCTTTTTGGAGTTGGAGGCGGCCTTCTGGAGTACCGGGCGAGTCTGCTGGCTGGGAAGGGTTTTGCCGTCAT
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FR11 G11K
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CCTGTTCCTCGTTGGTCAGGATGACCACAACTGGAAGAGCGAGTTCTATGCCAGAGAGGCCTCCAAACGCTTGCAGGC
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CCACGGGAAAGAGAAGCCCCAGATCATCTGCTACCCAGAAGCAGGGCACTATATCGAGCCTCCTTACTTCCCACTGTG
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Figura 20. Secuencia de nucleótidos y aminoácidos correspondientes al clon 81311.
La secuencia presentada incluye el codón de terminación (TAG), que se indica con un punto
negro y a continuación la región 3’UTR.Los rectángulos contienen la secuencia homologa a
los péptidos microsecuenciados de p43.
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I-6Detección de extremos 5’por RT-PCR

En vista de los resultados obtenidos en los sucesivos rastreos de las

bibliotecas de adrenal y riñón con diferentes sondas se decidió emprender la

búsqueda del extremo 5’ a través de otra metodología, la del 5’ RACE (Rapid

Amp/¡ficatíonof cDNA Ends). Esta técnica permite la amplificación específica
de una secuencia de ácido nucleico definida entre un sitio interno dentro del

ARNm y su extremo 5’ y facilita el aislamiento y Ia caracterización de

moléculas de ARNm que se encuentran en bajo número de copias en Ia

célula. Si bien se han descripto diversas variantes de esta técnica, que

surgen de las necesidades de cada caso particular, la estrategia general es

esencialmente Ia misma (Figura 21A). Se sintetiza Ia primera hebra de ADNc

a partir de un templado que puede ser ARNm o total con un cebador

antisense específico (GSP1). De esta forma, la transcripción reversa se

acota a los ARNm específicos o a familias de moléculas relacionadas,

maximizando las posibilidades de extenderse hasta el final del ARNm. Luego

de la síntesis, el producto obtenido es purificado para eliminar los dNTPs no

incorporados y el exceso de GSP1. Cada molécula de ADNc sintetizada es

modificada covalentemente por el agregado de una cola homopolimérica de

dC en su extremo 3’ (ADNc(dC)n) por acción de una deoxinucleotidil

transferasa terminal. El ADNc(dC)nse amplifica por PCR usando una mezcla

de tres cebadores: (1) un segundo cebador específico (GSP2) que se une al

templado upstream de GSP1 y (2) una combinación de cebadores de los

cuales uno es complementario a Ia región homopolimérica y el otro es el

adaptador a partir del cual se amplifica desde el poli(dC)n.De esta forma, se

obtienen específicamente las secuencias incluidas entre GSP2 y el 5’ de los

ARNm (Figura 21A). Los productos obtenidos pueden ser secuenciados

directamente sin necesidad de un clonado previo.

La identificación del extremo 5’ de p43 por esta técnica se llevó a cabo

utilizando como templado indistintamente ARN total o ARNm aislados de

riñón y de zona fasciculata de Ia corteza adrenal de rata. EI procedimiento
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Figura 21. 5’ RACE sobre ARN total obtenido de la zona fasciculata de la corteza
adrenal. A. Esquema general del procedimiento experimental de 5’ RACE. B. Una alícuota
de ARN total (1 pg) se utilizó como templado en la reacción de transcripción reversa en la
que el oligonucleótido 368-4 se incluyó cebador específico (GSP1). El producto obtenido fue
purificado, modificado y amplificado siguiendo el procedimiento experimental descripto en la
sección II-4.3 de Materiales y Métodos. En este caso la amplificación se realizó sobre una
alícuota del ADNc(dC)n utilizando los cebadores AAP y 341-5 (GSP2). C. Controles del 5’
RACE utilizando 1 pg de ARNm de CAT como templado. En el panel superior se muestra el
producto de amplificación obtenido con los cebadores AAP/GSP2 sobre alícuotas
correspondientes a los templados de los pasos experimentales a, d, f y c y ADN control
respectivamente. En el panel inferior se muestra el resultado de la re-amplificación de cada
una de las alícuotas anteriores con los cebadores GSP2/GSP3 (ubicado downstream de
AAP).
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experimental seguido se detalla en la sección II-4.3 Materiales y Métodos.

Cada una de las distintas preparaciones de ARN(tanto las de riñón como las

de adrenal) fueron utilizadas como templado en diferentes reacciones de

síntesis de ADNcutilizando en cada caso cebadores antisense específicos

ubicados en diferentes regiones del ARNm de p43. De todos los productos

de transcripción reversa obtenidos, se describirán únicamente los resultados

correspondientes a la transcripción con el cebador 368-4.

EI producto de la transcripción reversa fue modificado covalentemente en el

extremo 3' y amplificado por PCR utilizando una combinación de cebadores

que incluyen uno específico de p43 localizado upstream del 368-4,

denominado 341-5 y otro complementario a la cola de poli(dC)n(36 bp, AAP)

que contiene 16 G/l en el extremo 3’ (Figura 21 B).

Durante el procedimiento experimental cada uno de los pasos fue

controlado, realizando en paralelo una reacción de 5’ RACE con un

fragmento de 891 bp de ARN el cual se modificó con una cola de poli(A’) en

el extremo 3’. Este fragmento, corresponde a la transcripción de sólo una

región del gen que codifica para la enzima cloranfenicol acetiI-transferasa

(CAT). En este caso, los fragmentos de ADNc se sintetizaron por

transcripción reversa a partir de un GSP1 obteniéndose fragmentos de 702

bp los cuales fueron amplificados en dos reacciones de PCR que incluían

AAP/GSP2 Ia primera (Figura 21C, panel superior) y GSP3 (downstream de

AAP)/GSP2 la segunda (Figura 21C, panel inferior). Los productos obtenidos

eran de 711 y 500 bp respectivamente (Figura 21C).

El producto de amplificación obtenido en adrenal con los cebadores

AAP/341-5 sobre el ADNc sintetizado con el oligonucleótido 368-4 fue

analizado por Southern blot (Figuras 22A y 228). Aquellos fragmentos

reconocidos por la sonda fueron eluídos. Como controles negativos se

utilizaron fragmentos amplificados y purificados que no fueron reconocidos
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A B C kb

1,2 0,85 0,5 0,4 0,3

D kb

1,2 0,85 0,5 0,4

O O

Figura 22. Análisis de los productos obtenidos por 5’ RACE. A. Una alícuota de 10 pl
del producto de amplificación obtenido con los cebadores AAP/341-5 fue analizada en un
gel de agarosa 2% (calle 2). En las calles 1 y 3 se sembraron alícuotas de 1 kb DNA Iadder
y lDNA/Hindlll respectivamente. B. Los productos amplificados fueron transferidos a una
membrana e hibridizados con la sonda P1/oligoSRC según se detalla en la sección ll-5.2 de
Materiales y Métodos. C. Cada una de las bandas positivas por Southern (0,3, 0,4 y 0,5 kb)
y otras correspondientes a productos de amplificación que no hibridizaron con la sonda, 1,2
y 0,85 kb (controles negativos) fueron eluídas y reamplificadas por separado con los
cebadores AUAP/341-5. Las calles 2 a 6 corresponden a los distintos fragmentos
amplificados 1,2, 0,85, 0,5, 0,4 y 0,3 kb respectivamente. La calle 1 incluye los marcadores
(pX174/Haelll. En el panel inferior se muestra la autorradiografía correspondiente a la
transferencia de los productos de amplificación anteriores hibridizada con la sonda
P1/oligoSRC. D. Dot blot de una alícuota de cada uno de los fragmentos amplificados y
purificados.
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por la sonda. En todos los casos, los fragmentos se re-amplificaron

utilizando como cebadores el AUAPque corresponde a las últimas 20 bp del

extremo 5’ del AAP y el 341-5 (Figura 22C). Los productos obtenidos se

resolvieron en un gel de agarosa y se analizaron por Southern y Dot blot la

sonda P1/oligosRC (Figuras 22C y 220).

Los resultados obtenidos, muestran que un único producto de amplificación

de aproximadamente 300 bp es reconocido específicamente por la sonda

P1/oIigoSRC. Los mismos resultados se obtuvieron cuando el templado

utilizado provenía de preparaciones de ARNmde adrenal o riñón.

La secuencia del fragmento de 300 bp aislado de adrenal mostró un marco

de lectura abierto de 299 bp que codificaba para 99 aminoácidos. Esta

secuencia se extendía en 138 bp respecto del extremo 5’ de la

correspondiente al péptido V15Q. Este fragmento incluyó los péptidos V15Q,

F7R y otro el FR40 (100% homólogo), encontrado por primera vez. Además,

el fragmento aislado finaliza en su extremo 5’ con una secuencia que

contiene 7 de 10 aminoácidos de otro péptido de p43, el A1OA(Figura 23).

El fragmento riñón de 284 bp resultó ser idéntico a la misma región descripta

para el de adrenal.

A continuación se procedió a sintetizar nuevos oligonucleótidos de regiones

internas comprendidas dentro de este fragmento que fueron utilizados en

posteriores reacciones de transcripción reversa. En ningún caso se

obtuvieron fragmentos de amplificación mayores a los correspondientes

entre cada uno de los cebadores y el extremo 5’ que incluye al A1OA.

Los mismos resultados se obtuvieron con el kit comercial de amplificación de
ADNcMarathon”.

La combinación de las secuencias obtenidas por sucesivos rastreos de

bibliotecas y 5' RACE permitió extender Ia secuencia de p43 en adrenal en

1268 bp, Io que resultó en un marco de lectura de 354 aminoácidos (Figura
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GGTGGTGAGCTGGACCTGGCGCGCGCTCCCGCGCTGGGCGGCAGCTTCACGGGGCTCGAGCCCATGGGGCTGATCTG 77

lll'lll'l'llllll'l R A P A L G G S F T G L E P M G L I I 26
A10A

GGCCATGGAGCCCGAACGGCCTCTCTGGCGCCTGGTCAAGCGCGACGTGCAGAAGCCTTATGTGGTGGAGCTGGAGGT 155

FR4O V150

GCTGGACGGACACGAGCCCGACGGCGGTCAGCGGCTGGCACAGGCAGTGCACGAGCGTCACTTCATGGCTCCAGGGGT 233

F7R

GCGGCGCGTGCCCGTGCGCGACGGGCGGGTGCGCGCCACGCTCTTCCTGCCCCCAGAACCTGGGCC 3415 299_————_ .
'RVPVRDGRVRATLFLPPEPG 99

Figura 23. Secuencia de nucleótidos y de aminoácidos del clon de adrenal aislado por
5’ RACE. En la secuencia presentada se indica con una flecha la posición del
oligonucleótido utilizado en la amplificación. En los rectángulos se incluyen las secuencias
homólogas a los péptidos microsecuenciados de p43.
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24). Los resultados hasta aquí presentados indican que Ia máxima extensión

de secuencia obtenida hacia el extremo 5’ no supera la descripta en los

fragmentos aislados por 5’ RACE y que tanto los clones analizados en Ia
biblioteca de adrenal como los identificados en riñón finalizan alrededor de

una misma región de secuencia.

Los resultados mencionados podrían explicarse teniendo en cuenta algunas

características experimentales. La construcción de las diferentes bibliotecas

se realizó a partir de oligo dT y Ia extensión de los insertos clonados en Aes

Ia consecuencia directa de la procesividad de la enzima sobre los diferentes

templados. EIhecho de que los clones aislados en las bibliotecas analizadas

finalicen aproximadamente en la misma región de secuencia sugiere que Ia

enzima se desprende del templado alrededor de esta región o bien que la

misma puede liberarse como consecuencia de Ia existencia de estructuras

secundarias muy estables en el ARNm, que hacen topológicamente

inaccesible su acceso a la región 5’.

Si bien estas hipótesis explicarían los resultados obtenidos en los rastreos,

no explican los obtenidos con la técnica de 5’ RACE. Para empezar, los

cebadores involucrados en las reacciones de transcripción reversa (368-4) y

de amplificación (341-5) se encontraron más próximos al extremo 5’ que el

oligo dT, con lo cual no debería existir ningún impedimento en alcanzar las

regiones adyacentes al extremo 5' del mensajero. Además, las reacciones

de transcripción reversa se realizaron a una temperatura superior a Ia

establecida para las técnicas convencionales con la intención de

desestabilizar las posibles estructuras secundarias de los mensajeros. Si
bien las modificaciones técnicas realizadas nos permitieron extender la

caracterización de la región 5'del ARNm de p43, el análisis de todas las

secuencias obtenidas a partir de los distintos cebadores y sobre los

templados de adrenal y riñón finalizaron nuevamente alrededor de una única

región.
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Figura 24. Secuencia parcial de p43 en adrenal correspondiente al solapamiento de
los clones aislados en la biblioteca y por RT-PCR y 5’ RACE. La secuencia presentada
incluye la secuencia codificante y la región 3'UTR. El codón de terminación (TAG) se indica
con un punto negro. Los péptidos de p43 se indican dentro de los rectángulos.
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Teniendo en cuenta los controles realizados en cada uno de los pasos y los

resultados obtenidos con esta técnica para el ARNm de p43 podemos

sugerir que el cebador AAP complementario a la cola homopolimérica de dC

del extremo 5’ del ADNc se une a una región interna dentro de la secuencia

correspondiente aI mensajero de p43 y que esta unión es lo suficientemente

estable como para permitir la amplificación de un fragmento, aún cuando se

aumenta la temperatura de annea/¡ng de la reacción de PCR. Esto es

consistente con el hecho de que el cebador AAP contiene 16 G/I en su

extremo 3' que le permitiría unirse en forma estable a una región rica en G
dentro de la secuencia. Esto se correlacionaría con las características de las

secuencias descriptas en los fragmentos aislados por RACE. En

consecuencia, es de esperar que sea cual fuere el GSP1 o GSP2 utilizado

en las reacciones de transcripción reversa y amplificación, la región 5‘

secuenciada sería aproximadamente Ia misma. Esta hipótesis se

correlaciona con los resultados de secuencia obtenidos para los fragmentos

aislados en adrenal y riñón con esta técnica.

I-7Estudios de homologías de secuencia con otras proteínas

La secuencia de aminoácidos deducida hasta aquí para p43 fue incorporada

en el GenBank con la intención de identificar proteínas homólogas a esta

que nos permitieran una caracterización molecular más profunda de p43. El

resultado de una exhaustiva búsqueda en diferentes bancos de datos nos

permitió identificar Ia secuencia de una proteína recientemente ingresada en

el GenBank (08/01/1998) y originalmente aislada de Ia fracción citosólica del

hígado de Mus musculus, denominada acil-CoA tioesterasa (mCTE-I,

Y14004), que resultó 90% homóloga al polipéptido descripto para p43 y

96,4% homóloga al deducido para el clon D12Uc|a1. La secuencia de

nucleótidos de la mCTE-I incluía aquellos del clon D12Uc|a1. Los resultados

de secuencia del clon D12Ucla1 obtenidos por nuestro laboratorio, indicaron

que Ia secuencia de nucleótidos incluidas en el GenBank bajo los números

de acceso L11811 y L11810 presentaron diferencias respecto de la descripta
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por nuestro grupo. Estas observaciones fueron también confirmadas con Ia

caracterización de la mCTE-I. EI análisis comparativo de las secuencias de

nucleótidos correspondientes a Ia mCTE-Iy el clon D12Uc|a1 muestra que el

primero contiene una región de 39 bp en su extremo 5’ que no parece estar

relacionada con la anterior. Además, mCTE-I difiere de L11811 y L11810 en

las mismas posiciones de secuencia descriptas por nuestro grupo.

La proteína mCTE-I es un polipéptido de 419 aminoácidos que se

encuentran codificados en un fragmento de ADNc de 1574 bp que incluye

una región 5’UTR de 8 bp seguida de un marco de lectura abierto de 1257

bp y una región 3’UTR de 309 bp (Lindquist et a/., 1998).

El análisis de Ia región 5’ de la mCTE-I mostró que la misma incluía otros

péptidos de p43 que no habían sido identificados con anterioridad en

cualquiera de las secuencias. Cinco de estos péptidos se solaparon entre sí

generando la región N-terminal de Ia molécula de mCTE-I. Estos péptidos,

incluían al FG7 (N-terminal), FR54, FR38, FR28 y FR33 cuya secuencia de

aminoácidos resultaba 60, 87, 100, 100 y 100% homólogas a las presentes

en la mCTE-I (Figura 25). De esta forma, los péptidos microsecuenciados de

p43, que no habían sido identificados con anterioridad, conformaban la

región N-terminal que precedía al A10A.

Una segunda proteína, rCTE-I,en este caso aislada de la fracción citosólica

del hígado de rata (Y09334, 03/02/1998) resultó 94,35% homóloga a p43. La

secuencia del ADNc de Ia rCTE-I incluyó 1591 bp de las cuales 9 bp

conforman Ia 5’UTR, 1257 bp codifican para los 419 aminoácidos que

constituyen la proteína y 325 bp forman la 3’UTR, la cual incluye las señales

de poliadenilación y el poli(A*).AI igual que su homóloga en ratón, la rCTE-I

contiene los péptidos FG7, FR54, FR38, FR28 y FR33 pero a diferencia de

la primera la homología de los mismos con Ia secuencia de rCTE-I resultó

60, 95,7, 90, 86,7, 100% respectivamente (Figura 26). Teniendo en cuenta
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AGGTCGAGATGGAGGCGACGCTGAACCTTGAGC(CTCGGGCCGCAGCTGCTGGGAtGAACCGCTGAGCATCGCCGTGC 78n_n sc-* 24
G7 H!“ 38

GCGGCCYGGCCCCGGAGCAGCCCGTCACGCTGCGCTCTGTCCTGCGCGACGAGAAGGGCGCGCTCTTCCGAGCCCACG 156
_ R— 50

FR28/FR331A10A

CGCGCTACCGCGCEGA(TCCCACGGCGAGCTGGACCTGGCGCGCACGCCCGCGCTGGGCGGCAGCTTCTCGGGGCTCG 234—RTPHMSFHLE 76
AGC(CATGGGGCTGCTCTGGGCCATGGAGCCCGATCGGCCTTÏTÏGGCGATTGGTCAAGÉKGACGT‘CAGACGCCCT 312

102
FR40

TCGTGGTGGAGCTGGAGGTGCTGGACGEACAf 390

V150

ACTTCTTCGCTCCGBGGGTGCG H I | I I 468_RVPVREGRVRATLFLPPEP 154
F7R

Cuban.“ . . u. 546GPFPGIIDLFGVGGGLLEVRASLLAG 180
¿“Amaru ' ulnl.(¡ " ¡un Mczncucncc 624
KGFAVMALAYYNYDDLPKNME_ 205

FR20

AGTACTTÏGAAGAA(¡CCGTGAACTACCTGCGCAGCCA(CCCGAGGTAAAAGGACCÏGGAATTGGGCTGCTTGGGATTT 702
_ K- _ 232

FR“ FR11 G11K

CCAA Iiuouiluunlwuluiiu ¡m ¡un 780
.GGELGLAMASFLKGITAAVVINGSV 258
ÏGGCÏGCTGTTGGGAACAC(AÏCTCCTACAAGGATGAGACTATACCCC(TGÏGACTATCCTGAGAAATCAGGTCAAAA üaAAVGNTISYKDETIPPVTILR 284
TGACCAAGGATGGCCILAAMIIIUIuIAnAiGCTTTr-Huñm u Hui ¡(LLGÏGG 936LQSPLVDKKSFIPVE 310
AnnanquLuALuTCcTGTIH IuniuuulucA 1014
RSDTTFLFLVGQDDHNIKSEFVADEX 336

TrTrrAnrnrnrrAnm xl u xArnrnr'rcrrn ATTACATCGAGC 1092HGKEKPQIICVPAAGHVIEP 362
7 L11810

LLLLIIALIILCCGCYFIHIH ‘ 1170VFPLCSAGMHLLVGANITFGGEPKP 388
CÏCAÏGCCATGGCCCAGTT6L «¡rms SCT CTTTC‘I'TC ‘ CAGTÏWGTAGT‘IGÏÉÏTÏCC 1248

FR“
ITÉÏEIC l l l l V 1326

K I ' 419

ÍIILAGAlEALIHI'K Il-lllrn‘nlllnuillmll 1404
m" y 4 . u. 1482

(GAGAMTAM‘ ' MGWCCATGATTMM 1560
MAAAMAMM 1574

Figura 25. Secuencia de nucleótidos y de aminoácidos de la acil-CoA tioesterasa
citosólica de Mus musculus (mCTE-l). En la secuencia se incluyen las regiones 5’UTRy
3'UTR que contiene los sitios de poliadenilación (AATAAA)señalados con un doble
subrayado y el poii (A‘). El codón de terminación (TAA) se indica con un punto negro. Las
secuencias sombreadas en gris coinciden con las descriptas por Warden et al. (5’ L11811 y
3’ L11810). En los rectángulos se incluyen las secuencias de aminoácidos homólogas a los
péptidos de p43 mostrados en Ia Tabla I.
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CGGCTCGAAATGGAGGCGACTCTGAGiCTiiiiiiiic(¡GCCGCAGCTGCTGGGATGAGCCGCTGAGCATCAiCÍTG 78M R S C W 23
FG7 FR54JFR38WWW“ “GW ‘56

R 49

GCGCTCTACCGCGCCGATGCCCACGGAGAGCTGGACCTGGCGCGCGCGCCCGCTCTGGGGGGCAGCTTCACGGGGCTC 234
R A P A L G G S F T G L 75

FR2BFR 33/A10A

GAGCCCATGGGGCTGCTCTGGGCCATGGAGCCCGAACGGCCTTTCTGGCGCTTGGTCAAGCGCGACGTGCAGACGCCC 312

E P M G L L W A M R D V Q T P 101
FR40

TTCGTGGTGGAGCTGGAGGTGCTGGACGGACACAAACCCGACGGCGGGCGGCTGCTGGCGCGGGCGGTGCACGAGCGT 390
F L L A R A V H E R 127

V15Q

CACTTCATGGCTCCCGGGGTGCGGCGGGTGCCCGTGCG(GAGGGCAGGGTGCGCGCCACGCTCTTCCTGCCCCCAGAA 468
H R V P V R E G R V R A T L F L P P E 153

F7R

CCTGGGCCCTTTCCTGGAATCATAAACCTTTTTGGAGTTGGAGGCGGCCTTCTGGAGTACCGGGCGAGTCTGCTGGCT 546
P G P F P G I I N L F G V G G G L L E Y R A S L L A 179

GGGAAGGGTTTTGCCGTCATGGCTCTGGCTTATTACAACTACGACGACCTCCCCAAGACCATGGAAACCATGCGCATT 624c AVMALAYYNYDDLPK -205
FR20

GAGTACTTTGAAGAAGCCGTGAACTACCTGCGTGGCCACCCTGAGGTAAAAGGACCAGGAATTGGGCTGCTTGGGATT 702
231

FREE FR11 G11K

TC(AAAGGGGGTGAACTTGGCCTTGCTATGG(CTCCTTCCTGAAGGGCATCACGGCTGCTGTTGTCATCAATGGCTCC 780-GGELGLAMASFLKGITAAVVINGS 257
GTGGCTGCTGTTGGGAACACCATATGCTACAAGGATGAGACTATACCCCCTGTGACTATCCTGAGAAACCAGGTCAAA 858

V A A V G N T I C Y K D E T I P P V T I L R N Q V K 283

ATGACCAAGGATGGCCTCAAGGATGTTGTAGATGCTTTGCAAAGCCCTCTGGTAGAACAGAAGAGCTTCATCCCTGTG 936

M T K D G L K D V V D A L Q S P L V E Q K S F I P V 309

GAAAGGTCTGACACGACCTTCCTGTTCCTCGTTGGTCAGGATGACCACAACTGGAAGAGCGAGTTCTATGCCAATGAG 1014

E R S D T T F L F L V G Q 0 D H N K S E F A N E 335

ATCTCCAAACGCTTGCAGGCCCACGGGAAAGAGAAGCCCCAGATCATTTGCTACCCAGAAGCAGGGCACTATATCGAG 1092

I S K R L Q A H G K E K P Q I I C Y P E A G H Y I E 361

CCTCCTTACTTCCCACTGTGCAGCGCTGGCATGCACCTCCTGGTGGGTGCTAACATCACCTTTGGAGGGGAGCCTAAG 1170
P P Y F P L C S A G M H L L V G A N I T F G G E P K 387

CCTCACTCTGTGGCCCAGTTGGATGCATGGCAGCAACTCCAGACTTTCTTCCA(AAACAGTTGGGTGGTAAGAGTCAT 1248

P H S V A Q L S H 413

GGGGTGTCCCCTAAAATATAACCTGTTATGTGATGGTTTTGGCAGGAAAAGTACAAATACTTTGTAGGAATATCAGTT 1326
G V S P K I ' 419

(AGATTACTTCATCTGAACATATAACCGCTTTTGGTTTACATTTTTAAAAATTAATTTTAGTATCAAAATAGTGCTGA 1404

TTCAAAGGCTGGAAATATAGTTCAGTTGTAGAGTCCTTGACTGACTCATGCAAGTTCCTGGGTTCAATCTCCGTGCTG 1482

TAAGGGAAAAGAGCA(ATTTTATGGAAACTGTAGCTATTCAAGAAATAGTGCCTAGAATTTAAAGGAACCATGAGTAA 1560

ACACTCTTATGTAACTTAAAAAAAAAAAAAA 1591

Figura 26. Secuencia de nucleótidos y de aminoácidos de la acil-CoA tioesterasa
citosólica de Ranas norvegicus (rCTE-l). En Ia secuencia se incluyen las regiones 5‘UTR
y 3’UTR que contiene el poli (A’). EI codón de terminación (TAA) se indica con un punto
negro. En los rectángulos se incluyen las secuencias de aminoácidos homólogas a los
péptidos de p43 mostrados en la Tabla I.
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que p43 fue aislada de la misma especie en la cual se describe la secuencia

de la rCTE-l, es de esperar que no existan diferencias entre los péptidos de

p43 y la secuencia correspondiente en Ia rCTE-I. Sin embargo, el análisis de

secuencia antes mencionado indica que existen importantes diferencias.

Esto nos lleva a especular que rCTE-l es una isoforma molecularmente

relacionada a p43.

El alineamiento de las secuencias de aminoácidos y nucleótidos de las CTE

de ratón y rata mostraron que entre sí presentaban una homología del 91,6%

y 91,5% respectivamente.

Una tercera proteína, aún mas recientemente incorporada en el GenBank

(08/02/1998), resultó idéntica a p43. Esta proteína también pertenece a la

familia de las aciI-CoAtioesterasas pero a diferencia de la anterior, que fue
aislada de Ia fracción citosólica, esta se obtuvo de la fracción mitocondrial

del hígado de rata (Svensson et a/., 1998). Esta aciI-CoA tioesterasa

mitocondrial específica de ácidos grasos de cadena larga (CM-020),

denominada rMTE-l (Y09333), es un polipéptido de 453 aminoácidos

codificados por 1359 bp incluidas en un fragmento de ADNc de 1711 bp.

Este inserto incluye una región 5’UTRde 100 bp y una 3'UTR de 252 bp que

no contiene la señal de poliadenilación ni la cola de poli(A*) pero que

contiene potenciales regiones de unión a proteínas desestabilizadoras de

ARNm (Figura 27). Estas regiones, por ej. las denominadas ARE (A+U-r¡ch

elements). interaccionan con proteinas citosólicas del tipo AUF-1 regulando

la estabilidad del transcripto (Malter, 1989).

La traducción del marco de lectura abierto de la rMTE-I genera un

polipéptido de masa molecular 49707, el cual resulta de un tamaño mayor

que el descripto para Ia proteina purificada (45kDa). El análisis de la

secuencia de aminoácidos con el programa PSORT (Nakai y Kanehisa,

1992) sugirió una localización mitocondrial para esta proteína.
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Figura 27. Secuencia de nucleótidos y de aminoácidos de la aciI-CoA tioesterasa
mitocondrial de Rattus norvegicus (rMTE-l). En la secuencia se incluyen las regiones
5’UTR y la secuencia parcial de la 3'UTR. El codón de terminación (TAG) se indica con un
punto negro. En los rectángulos se incluyen las secuencias de aminoácidos homólogas a los
péptidos de p43 mostrados en Ia Tabla l.
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Se ha descripto que todas las proteínas mitocondriales presentan una región

en su porción N-terminal que constituye el péptido señal. Esta secuencia,

que usualmente es de 20-80 residuos, no contiene ningún aminoácido ácido.

En Ia rMTE-Imadura, la región N-terminal de la proteína está bloqueada, en

consecuencia la determinación de la región correspondiente al péptido señal

se dedujo a partir del análisis de la secuencia de aminoácidos y de las

propiedades de esta porción de la molécula. Para ello, se siguieron los

criterios descriptos para considerar a una secuencia como un péptido señal

característico de proteínas, cuya localización subcelular es en la mitocondria

(Gavel y von Heijne, 1990; von Heijne, 1994).

En la rMTE-I,el primer residuo ácido (Glu) se describe en la posición 49 del

polipéptido. Teniendo en cuenta que la presencia de estos residuos es

excluyente en el péptido señal, el mismo debería tener una longitud de entre

20 y 48 residuos. Se ha descripto que la peptidasa que procesa las enzimas

mitocondriales Io hace preferentemente cuando el sitio de clivaje incluye una

Arg (R) en la posición -2 (Niidome et al., 1994). El análisis de la secuencia

N-terminal sugiere que el procesamiento ocurre entre Ia Thr-42 y la Asn-43.

Cuando la secuencia correspondiente a este péptido N-terminales graficada

como una rueda helicoidal, se observa que la misma presenta una estructura

anfifílica cargada positivamente con cuatro residuos de Arg y uno de Lys

característicos de estas señales de exportación.

Además, el clivaje en esta posición genera una proteína de masa molecular

de 45127, siendo esta valor muy próximoal descripto experimentalmente.

EI análisis anterior sugiere que el péptido señal incluye los primeros 42

residuos de la región N-terminal de la proteína. Esta observación es

consistente con el resultado del alineamiento entre la rMTE-I, la rCTE-l y el

péptido FG7 de p43 que corresponde a Ia secuencia N-terminal de esta

proteína (Paz et al., 1994). Teniendo en cuenta que el alineamiento se
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produce a partir del residuo 43 entre Ia rMTE-Iy el FG7 de p43 y que en la

rCTE-I, Ia Met que inicia a la proteína se alinea con Ia Thr-42 de Ia MTE-I y

que la región N-terminal de la MTE-lmadura es esencialmente la misma que

en la CTE-l, queda establecida la región señal para los primeros 42
aminoácidos de la molécula.

Inmediatamente a continuación de esta región se encuentra Ia porción N­

terminal (FG7) de p43 y los péptidos FR54, FR38, FR28 y FR33, todos 100%

homólogos (Figura 27). Más aún, la superposición de estos cinco péptidos
conforma la secuencia de aminoácidos del extremo 5' anterior al A10A en

p43. Por lo tanto la secuencia de p43 podría representarse como se describe

en la Figura 28.

El hecho de que p43 resulte idéntica a la rMTE-I y homóloga a Ia rCTE-I

confirma Ia especulación inicial acerca de la existencia de isoenzimas de

p43 y deja establecido que las diferencias de secuencias observadas entre

los péptidos de p43 y las correspondientes secuencias de Ia mCTE-I y del

polipéptido codificado por el clon D12Ucla1. no reflejan únicamente cambios
evolutivos.

El análisis de secuencias en el GenBank reveló que, además de las aciI-CoA

tioesterasas descriptas, Ia estructura primaria de p43 resultaba 40,1% y

38,2% homóloga a la ácido biliar-CoA aminoácido N-aciltransferasa de

humano y ratón (Figura 29) (BAAT,043964, BAT, EC 2.3.1.65, Falany et al.,

1994; Furutani et al., 1995).

l-8Análisis dela estructura primaria de p43

I-8.1Identificación de un sitio de serina esteresa en p43

La enzima BAAT,una de las proteínas homólogas a p43, presenta en su

sitio activo un residuo de Cys (GXCXG) el cual está involucrado en la
formación del intermediario S-éster con el sustrato durante la reacción de
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1 —Rscw—
F67 FRSMFRSS28— R

FR28/FR33IA1OA58_RAPALGGSFTGLEPMGLIWAM­88—RDVQKPY—
FRdo V15Q

118-LAQAVHERH—RVPVRDGRVRATL
F1R148FLPPEPGPFPEIIDLFGVGGGLLEYRASLL

178AGKGFAVMALAYYNYDDLPK_­
FR202oa_R__GGELG

FRBG FR11 G11K

238 L A M A S F L K G I T A A V V I N G S V A A V G N T V C Y K

268 D E T I P P V S L L R D K V K M T K D G L L D V V E A L Q S

298 P L V D K K S F I P V E R S D T T F L F L V G Q D D H N W K

328 S E F Y A R E A S K R L Q A H G K E K P Q I I C Y P E A G H

358YIEPPYFPLCSAGMHLLVGANITFGGEPKP388HSVAQL—S

Figura 28. Estructura primaria de p43. Secuencia de aminoácidos de p43. Los péptidos
incluídos en Ia Tabla I se indican dentro de los rectángulos.
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MEA’I‘LNLEPSGRSCWDEPLSIAVRGLAPEQPVTLRSVLR

DEKGALFRAHARYRADlil-J :1FHÍ'É‘JVl-Jnfir'

GPFPGIIDLFGVGGGLLEYRASLLAGKGFAVMALAYYNYD 194
GPFPGIILFGVGGGLLEYRASLLAGKGFAVHALAYYNYD

mmEIvTILRNQVKMTKDGLKDVVDA
mEJ VTILRNQVKMTKDGLKDVVDA
m3 ¿LLRDKVKMTKDGLL
rBAAT ‘ I’ (‘ .‘I ¡<2 i”?

mmEIDTTFLFLVGQDDHNWK
mEJ DTTFLFLVGQDDHNWK
m3 DTTFLFLVGODDHNWK
rBAATHHH .

AGÏ-‘IHLLVGANITFGGEPKPH
SAGMHLLVGANITFGGEPKPH

mCTEJ 419
mEJ 4m
p43 :s t; K :2 411
rBAAT N v a b‘ N a»;Q i. 420

Figura 29. Comparación de la secuencia de aminoácidos de p43 con las aciI-CoA
tioesterasas citosólica de rata (rCTE-l) y ratón (mCTE-l) y la ácido biliar-CoA
aminoácido N-aciltransferasa (rBAAT).Ei alineamiento de Ia secuencia de la p43 con las
rCTE-I, mCTE-l y rBAAT se realizó con el método de clusters del GeneJockey/l de
Maclntoch.
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transferencia del acilo (Falany et al.,1994; Furutani et al., 1995). En esta

enzima sólo existen tres residuos de Cys conservados evolutivamente. Uno
de estos residuos, el involucrado en el sitio activo, coincide con Ia Ser-231

incluída en el motif de serina Iipasa (GXSXG, Prosite sequence motif

database) en la p43 (Figura 30). Esto sugiere que el sitio activo de estas dos

enzimas ha sido conservado estructuralmente y modificado funcionalmente

durante la evolución. En las Iipasas y serina esterasas un segundo residuo,

en este caso de His, participa en el mecanismo catalítico. En Ia p43 este

residuo sería la His-372 incluída en el motif GIy-Xaa-His. Se ha descripto

que la actividad hidrolíticade muchas tioesterasas depende de la presencia

de esta secuencia consenso en la porción C-terminal (Witkowskiet al., 1994;

Camp et al., 1994).

De Io anteriormente expuesto podemos sugerir que Ia diferencia en el

aminoácido componente del sitio activo sería responsable de las diferencias

en las propiedades catalíticas de las tioesterasas comparadas con las
actividades de transferasas de las BAAT.

Se ha descripto que las actividades enzimáticas de las tioesterasas

obedecen a una cinética de Michaelis-Menten y que en particular la rMTE-l,

idéntica en secuencia a p43, es más activa con sustratos de longitud de

cadena entre C14-C20siendo el araquidoniI-COA (C20)Yel palmitoil-CoA (C16)

los mejores sustratos (Svensson et al., 1995). Esto se deduce de los

parámetros cinéticos de K"1y Vmaxobtenidos utilizando como sustratos

ácidos grasos de distinta longitud de cadena. Los valores de Kmpara el

araquidonil- y palmitoil-CoA son de 2 y 6 pM respectivamente, diez veces

menores que los descriptos para otros ácidos grasos como eI decanoiI-CoA

(C10). Esta diferencia es aún más evidente con ácidos grasos de longitud de

cadena entre C4-C3(Svensson et al., 1995). Además, se ha informado que

los sustratos de cadena larga (CM-C20)son convertidos en producto con una

velocidad mayor que Ia descripta para ácidos grasos de longitud de cadena

de hasta 10C (Svensson et al., 1995) indicando que los ácidos grasos de
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118RLAQA
148FLPPE
178AGKGF

208EEAVN
238LAMAS
268DETIP
298PLVDK
3288EFYAV/
358YIEPP
388HSVAQLDAWQQLQTFFH-S

Figura 30. Estudio de los diferentes sitios consenso incluídos en la secuencia de p43.
Los motif correspondientes a los sitios de fosforilación por PKA se encuentran indicados en
magenta, los de PKC en amarillo, los de CaMKII subrayados y los de caseína quinasa II
dentro de un óvalo. EI sitio de unión ai ATP se indica en celeste. Los motif de serina Iipasa y
el Giy-Xaa-His involucrados en la actividad de esterasa se indican con un rectángulo.
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cadena entre C14-Czoson los mejores sustratos.

También se ha informado,que en general las tioesterasas presentan más de

una actividad enzimática y que si bien Ia rMTE-I no tiene Ia actividad de

carboxilesterasa descripta para las formas citosólicas de la enzima, presenta

una actividad de aciI-CoAdeshidrogenasa específica de ácidos grasos de
cadena larga. Si bien aún no ha quedado completamente establecida la

función fisiológica de estas enzimas, se ha sugerido que la rMTE-I podria

estar involucrada en la regulación de las concentraciones de aciI-CoA de

cadena larga en la mitocondria en circunstancias en que la tasa de B­

oxidación de ácidos grasos sea menor que la tasa de transporte de aciI-CoA

de cadena larga a la mitocondria. Hasta el momento tampoco se conocen los

mecanismos de regulación de la actividad de estas enzimas.

La PLA; también es una esterasa, en particular, una esterasa dependiente

de Ca2+que hidroliza específicamente Ia unión éster sn-2 del ácido graso de

los fosfoglicéridos produciendo el ácido graso libre y un Iisofosfolípido. EI

residuo de Ser-228 que se encuentra formando parte de una secuencia

consenso GXSXS (GLSmGS) es necesario para la actividad catalítica de Ia

enzimática. Aunque la PLA; es considerada una aciI-esterasa, Dennis y

Goodenough han demostrado que Ia PLA;pancreática porcina presenta una
actividad de tioesterasa cuando se utilizan como sustratos ácidos grasos

unidos por enlaces S-éster en la posición sn-2 de los fosfoglicéridos (Yu y

Dennis, 1991; Bhat et a/., 1993). Posteriormente, Nocito et al. mostraron que

la misma enzima tiene actividad de tioesterasa con sustratos que no son

fosfolipidos, catalizando la hidrólisis de la unión tioéster de los aciI-CoA

derivados (Nocito et al., 1996). Se ha descripto que esta actividad

enzimática es específica de ácidos grasos de cadena larga (desde C14).

Experimentos previos habían indicado a p43 como un intermediario

obligatorio en la síntesis de esteroides (Paz et a/., 1994). EI análisis de Ia

estructura primaria de p43 nos permitió identificar un motif de serina Iipasa
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característico de las tioesterasas y homólogo al de las N-aciltransferasas y

PLA2.La importancia funcional de esta secuencia consenso en Ia actividad

esteroidogénica de p43 fue evidente al analizar los resultados de un ensayo
de recombinación in vitrode fracciones subcelulares. En este experimento se

estudió la capacidad esteroidogénica de p43 en presencia de anticuerpos

dirigidos contra diferentes epítopes de Ia proteína.

Los resultados obtenidos mostraron que la preincubación de una alícuota

purificada de p43 con anticuerpos dirigidos contra el motif de serina Iipasa o

la porción N-terminal de Ia proteína bloqueaban Ia actividad esteroidogénica

de p43 en un ensayo de recombinación in vitro (Paz., 1996). Un tercer

antisuero dirigido contra un péptido sintético de p43 (anti-F7R), que no

incluye ningún motif identificable, también inhibió Ia actividad

esteroidogénica de esta proteína, mientras que otros dos anticuerpos (anti­

V150 y anti-A10A) no tuvieron efecto sobre Ia síntesis de progesterona

(Paz, 1996).

Estos resultados sugieren que el sitio consenso de serina Iipasa de p43 y

por lo tanto una actividad enzimática, la de tioesterasa, estaría involucrada

en la acción esteroidogénica de p43.

I-8.2 Identificación de sitios consenso de fosforilación y de unión al

ATP en p43

Otra de las características estructurales relevantes de p43 es la presencia

de un número importante de sitios consenso de fosforilación reconocidos por

diferentes proteínas quinasas. Así en p43 encontramos cuatro de estos motif

para PKA (R-Xz-T, R-X-S/T) localizados en las Thr-146 y 313 y en las Ser­

175 y 336 , dos para CaMKII(R-Xz-S/T)en Thr-313 y en Ser-336, cinco para

PKC (T-X-R, (RÍK1.3,X2.o)-S/T-(X2.o,RÍK1.3))localizados en las Thr-21, 32, 201

y en la Ser-408 y 336 y dos para caseína kinasa ll (S/T-(D/E/S(P)1-3,X2-o))en

las posiciones Ser-311 y 328 (Kennelly y Krebs, 1991). Además se identificó
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un sitio consenso de unión a nucleótidos en las posiciones 223-228

(GXGXXG) (Wierenga y Hol, 1983) (Figura 30).

La presencia de una variedad de secuencias consenso para fosforilación por

diferentes proteínas quinasas se correlacionaría con la hipótesis de Ia

participación de p43 en diferentes sistemas de transducción de señales en

los que se produce Ia activación de distintas quinasas. Sin embargo, si bien

la existencia de estos sitios es necesaria para la acción de cualquiera de las

mismas, su presencia no necesariamente implica que en condiciones

fisiológicas los mismos sean fosforilados.

Paz et al. observaron que p43 altamente purificada se presenta como un

doblete de bandas cuando se analizaba por SDS-PAGE siendo ésta, una

característica de las proteínas que presentan múltiples sitios de fosforilación

(Paz et al., 1994). También se demostró que p43 exhibe un cambio ACTH­

dependiente en su movilidad electroforética en geles bidimensionales

detectandose hasta siete isoformas diferentes (Paz et al., 1994). Por otra

parte, el tratamiento con fosfatasa ácida de una alícuota de p43 purificada
de adrenales de ratas estimuladas con ACTHresultó en una reducción en el

número de isoformas fosforiladas, aunque no en Ia desaparición completa de

los fosfatos (Paz, 1996).

El conjunto de estos experimentos revelaron Ia existencia de una

modificación post-traduccional hormono-dependiente sobre p43 y

establecían que esa modificación era la incorporación de fosfatos en Ia

proteína. Estas observaciones experimentales se correlacionan con Ia

existencia de múltiples sitios consenso de fosforilación en la estructura

primaria de p43.

Otra caracteristica de esta secuencia es la existencia de una región GIGLLG

que constituye un motif de unión a nucleótidos (Wierenga y Hol, 1983)

quedando aún por definir su participación en el mecanismo de acción de
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p43.

I-9Distribución tisular del ARNmde p43

l-9.1Identificación del transcripta de p43 en tejidos esteroidogénicos

Si bien p43 fue purificada de Ia zona fasciculata de Ia corteza adrenal de

ratas estimuladas con ACTH demostrándose que esta proteína es un

intermediario obligatorio en Ia síntesis de esteroides en Ia glándula adrenal

(Paz et al., 1994), se había sugerido que p43 podría cumplir esta función en

todos los tejidos esteroidogénicos, razón por Ia que se procedió a estudiar

su presencia en dichos tejidos.

A tal fin, se procedió a Ia separación de cada uno de los tejidos y a Ia

extracción del ARN total correspondiente según el procedimiento descripto

en Materiales y Métodos.

La identificación del ARNm de p43 en estos tejidos se realizó por Ia

combinación de las técnicas de Northern bIot para zona fasciculata y

glomerulosa de corteza adrenal, cerebro, ovario y células de Leydig,

mientras que para detectar el transcripto en placenta y en cerebro se utilizó
RT-PCR.

Se disecó Ia corteza de la glándula adrenal de rata obteniéndose

preparaciones de ARN total correspondientes a zona glomerulosa y

fasciculata en forma independiente. Por otro lado, se obtuvieron también

preparaciones de ARN total de cerebro de una rata adulta y los ovarios de

ratas pseudopreñadas (Dufau et al., 1975). La preparación de ácido nucleico

de células de Leydig se realizó a partir de una línea tumoral de ratón

denominadas MA-10.lguales cantidades de cada una de las preparaciones
de ARN fueron analizadas en un gel de agarosa en condiciones

desnaturalizantes y transferidas a una membrana de nylon donde fueron
hibridizadas con una sonda de 692 bp correspondiente al producto de
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amplificación por PCR con las sondas 60/oli905RC sobre el templado

aislado por RT-PCR de adrenal. EI procedimiento experimental seguido se

describe en la sección lI-4 de Materiales y Métodos.

El resultado obtenido se resume en los paneles A y C de la Figura 31. En el

primer panel se observa que tanto en el ovario como en las células de

Leydig se detectan dos transcriptos relacionados con p43 (1,8 y 2,6 kb)

mientras que en Ia corteza adrenal y el cerebro (Panel C) sólo se encuentra

un único transcripto de 2,6 kb.

La existencia de uno o dos transcriptos en los distintos tejidos estudiados

podria explicarse por varias hipótesis alternativas. Por un lado, se podría

suponer Ia existencia de un gen para p43 que esté precedido por dos

regiones promotoras, cada una de las cuales tendría sus propios elementos

regulatorios tejido-específicos. Esto daría lugar a distintos transcriptos en los

diferentes tejidos, diferenciándose en su extremo 5’. De hecho, esta región 5’

podría también incluir señales de splicing y regiones codificantes que darían

origen a dos polipéptidos con diferentes regiones N-terminal (Figura 32A)

(Nabeshima et a/., 1984). Esta es precisamente la situación descripta para el

genoma de pollo que genera dos cadenas livianas diferentes para la miosina

a partir de un único gen. La estructura de este gen incluye dos promotores

que se encuentran separados entre sí por 10 kb y que generan dos pre­

ARNm que por splicing dan dos ARNm maduros que difieren en su extremo
5’.

Una explicación alternativa, podría estar relacionada con el sitio en el cual el

transcripto es poliadenilado en uno u otro tejido. Este tipo de observaciones

ya se habían descripto para el gen de Ia calcitonina de rata el cual está

poliadenilado en un sitio en las células de Ia glándula tiroidea y en otro sitio

en el cerebro (Amara, 1982). De esta forma, los dos transcriptos tendrían

diferente splicing alternativo. El resultado final sería la existencia de dos

ARNmcon una región 5’ idéntica pero que difieren en sus exones en el
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Figura 31. Distribución tisular del ARNmde p43 en los tejidos esteroidogénicos. A.
Una alícuota de 24 pg de ARN total extraídos de cada una de las preparaciones de ovarios
de ratas pseudopreñadas, zonas fasciculata y glomerulosa de Ia corteza adrenal y de una
línea celular (MA-10) de un tumor de células de Leydig, fueron analizados en geles de
agarosa/formaldehído, transferidos a membranas de nylon e hibridizados con la sonda de
692 bp de adrenal o B-actina como controles siguiendo el procedimiento experimental
descripto en la sección II-4.2. B. RT-PCR de una preparación de ARN total de placenta
humana. ARN total extraído de este tejido (1 pg) fue utilizado como templado en una
reacción de transcripción reversa con oligo dT como cebador. EI procedimiento seguido es
el descripto en la sección "-4.3 y la amplificación se realizó con los cebadores 60/olig05RC.
En la calle 1 se muestra el producto de amplificación obtenido y en Ia calle 2 se sembraron
marcadores de ADN <pX174/Haelll. En la calle 3 se muestra Ia autoradiografía
correspondiente al mismo gel cuando la membrana se hibridizó con la sonda de 692 bp de
adrenal. C. RT-PCR de una preparación de ARN total de cerebro de rata. El procedimiento
seguido fue esencialmente igual al anten‘or y Ia transcripción reversa y la amplificación se
hicieron con los mismos cebadores, En la calle 1 se muestran los marcadores <pX174/Haelll
y en la calle 2 el producto de amplificación obtenido. En la calle 3 se muestra la
autoradiografía correspondiente al Southern blot del mismo gel hibridizado con Ia sonda de
692 bp de adrenal. A la derecha se muestra el resultado del Northern blot cuando se
analizaron 24 pg de ARN total de cerebro de rata con Ia sonda de 692 bp de adrenal o la
288 como control.
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Figura 32. Diferentes estrategias que dan origen a más de un transcripta.
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extremo 3’. Por Io tanto, se producirían polipéptidos diferentes en los dos

tipos celulares (Figura 328).

Una tercera posibilidad se presenta cuando tanto las regiones 5’ (sitio

promotor) como la 3’ (sitio de poliadenilaoión) son idénticas en el pre-ARNm

de los diferentes tejidos, pero alternativamente el splicing da origen a dos

mensajeros maduros diferentes (por ej. para el gen de la troponina T)

(Breitbart et a/., 1985). EI procesamiento del ARNm tejido-específico podría

reflejar cambios fundamentales en la maquinaria de splicing en diferentes

tipos celulares (Figura 32C).

Finalmente, Ia existencia de dos transcriptos relacionados entre sí puede ser

la consecuencia de la expresión de genes diferentes que tuvieron un origen

evolutivo común. Estos genes contendrían una región regulatoria a la cual se

unirían factores de transcripción tejido-específicos y/o hormonalmente

activados que llevaría a la transcripción de uno o ambos genes según el

caso. El resultado obtenido serían uno o más polipéptidos cuyas estructuras

primarias serían homólogas entre sí.

Los estudios de Northern blot realizados y resumidos en Ia Figura 31 indican

que p43 se presenta como uno o dos transcriptos alternativamente y que

esta expresión es tejido-específica. Resta por determinar el mecanismo por

el cuál Ia transcripción del gen de p43 genera más de un transcripto.

La comparación de las secuencias correspondientes a las regiones 5’ y 3’

UTR del ADNc de la rCTE-I y rMTE-l muestra marcadas diferencias entre

ambas (Figuras 26 y 27) lo cual necesariamente implica que estas enzimas

resultan de la expresión de genes distintos. Sin embargo, no se puede
descartar la existencia de otras isoenzimas relacionadas a las tioesterasas

que resulten de la expresión de genes a través de cualquiera de los otros
mecanismos mencionados.

Se ha informado que la expresión de los genes de las rMTE-Iy rCTE-I está
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regulada por agentes proliferadores de peroxisomas (clofibrato) y por

factores nutricionales (Lindquist et al., 1998; Svensson et al., 1998)

sugiriéndose que la transcripción de estos puede estar regulada por

receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR), como es el

caso de muchos otros genes que codifican para enzimas inducidas por estos

proliferadores (Muerhoff et al., 1992; Tugwood et al., 1992; Zhang et al.,

1992). Esta regulación transcripcional está mediada por la unión del

heterodímero activado PPAR/RXR (Retinoid X Receptor) a los elementos

respondedores de peroxisomas en las regiones 5' de los genes. Los distintos

subtipos de PPAR (a, 6, y) tienen expresión tejido-específica, Io cual

explicaría la diferente expresión de las rMTE-ly rCTE-I.

Estudios por Northern blot realizados por Svensson et al. y Lindquist et al.

sobre Ia distribución tisular de las rMTE-l y rCTE-I, no revelan niveles

detectables de los transcriptos correspondientes a estas enzimas en los

únicos dos tejidos esteroidogénicos analizados que son el cerebro y el

testículo (Svensson et al., 1998; Lindquist et al., 1998). Sin embargo,

nuestros resultados indican que tanto p43 (rMTE-I)como rCTE-I se expresan

diferencialmente en esos tejidos esteroidogénicos. La discrepancia en estos

resultados puede explicarse teniendo en cuenta que los estudios sobre

rMTE-Iy rCTE-I no se realizaron con células de Leydig purificadas. Este tipo

celular sólo representa un 10% de las células intersticiales del testículo y el

análisis por Northern blot de una preparación de ARN total de testículo no

presentó ninguna señal aún cuando el mismo fue sobreexpuesto (dato no

mostrado) sugiriendo que Ia expresión de la enzima está restringida a un tipo

particular de células en este tejido. El análisis por Northern blot de una

preparación de ARN total de cerebro mostró la presencia de p43 sólo
cuando la membrana fue sobreexpuesta, sugiriendo que Ia contribución del

ARNm de esta proteína en el ARN total es muy baja, probablemente debido

a que la expresión de Ia misma esta restringida a algún núcleo en particular.

La identificación de p43 en placenta humana se realizó siguiendo también el
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procedimiento descripto en Materiales y Métodos. En este caso Ia reacción

de RT-PCR se llevó a cabo a partir de una preparación de ARNm y por

transcripción reversa utilizando oligo dT como cebador. La amplificación se

realizó en presencia de los cebadores 60/0IigoSRC de p43. EI mismo

procedimiento fue realizado para una preparación de ARNm de cerebro de
rata.

Una alícuota de cada uno de los productos de amplificaciónfue analizada en

geles de agarosa. EI resultado obtenido se muestra en los paneles B y C de

la Figura 31. En cualquiera de los casos, puede observarse un producto de

amplificaciónde aproximadamente 700 bp que es reconocido por una sonda

específica de p43 en un Southern blot (calle 3 de los paneles B y C) y que

corresponde aI fragmento de amplificaciónesperado para esta combinación
de cebadores.

Si bien no se detectó ningún otro producto de amplificación en geles de

agarosa (calles 1 del Panel B y 2 del Panel C), Ia sonda de p43 reveló

también un segundo fragmento de aproximadamente 500 bp. Es probable

que este fragmento resulte del splicing alternativo del pre-ARNm de p43 o

del correspondiente a alguna de las isoenzimas relacionadas.

El producto de 700 bp del RT-PCR de placenta humana fue clonado y

secuenciado utilizando los cebadores involucrados en la amplificación y

otros internos que se diseñaron posteriormente. La lectura completa de Ia

secuencia mostró Ia existencia de un marco de lectura abierto de 692 bp. La

estructura primaria deducida resultó 74,4% homóloga a la de p43 e incluyó a

varios de los péptidos microsecuenciados de esta proteína (FR20, FR56,

FR11, G11K, FR64). AI igual que lo descripto para el clon D12Ucla1, la

secuencia de los péptidos de p43 es homóloga pero no idéntica a la misma

secuencia en el fragmento de placenta. En particular, la secuencia del

péptido G11K es 91% homóloga a la descripta en rata y el sitio consenso de

serina Iipasa se encuentra conservado (Figura 33).
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60——__.
TGCTGGCTGGGAAGGGTTTTGCTGTGATGG(TCTGGCTTATTATAACTATGAAGACCTCCCCAAGACCATGGAGACGC 78

L A G K G F A V M A L A Y Y N Y E D L P K 26

FR20

TCCATCTGGAGTACTTTGAAGAAGCCATGAACTACTTGCTCAGT(ATCCCGAGGTAAAAGGTCCAGGAGTTGGGCTGC 156I-L-— 52
FRSG

TTGGAATTTCCAAAGGGGGTGAGCTCTGCCTTTCCATGGCCTCTTTCCTGAAGGGCATCACGGCTGCTGTZGTCATCA 234

Illllllllllll G G E L C L S M A S F L K G I T A A V V I N 78

ACGGCTCTGTGGCCAATGTTGGGGGAACCTTACACTACAAGGGCGAGACCCTGCCCCCTGTGGGCGTCAACAGAAATC 312

G S V A N V G G T L H Y K G E T L P P V G V N R N R 104

GCATCAAGGTGACCAAAGATGGCTATGCAGACATTGTGGATGTCCTGAACAGCCCTTTGGAAGGACCTGACCAGAAGA 341

I K V T K D G Y A D I V D V L N S P L E G P D Q K S 113

GCTTCATTCCTGTGGAAAGGGCAGAGAGCACCTTCCTGTTCCTGGTAGGTCAGGATGACCACAACTGGAAGAGTGAGT 419

F I P V E R A E S T F L F L V G Q D D H N W K S E F 139

TCTATGCTAATGAGGCCTGTAAACGCTTGCAGGCCCATGGGAGGAGAAAGCCCCAGATCATCTGTTACCCAGAGACAG 497

Y A N E A C K R L Q A H G R R K P Q I I C Y P E T G 165

GGCACTATATTGAGCCTCCTTACTTCCCCCTGTGTCGGGCTTCCCTGCATGCCTTGGTGGGCAGTCCTATTATCTGGG 575

H Y I E P P Y F P L C R A S L H A L V G S P I I W G 191

GAGGGGAGCCCAGGGCTCATGCCATGGCTCAGGTGGATGCTTGGAAACAACTCCAGACTTTCTTCCACAAACAGmucsRC 698

FR64

Figura 33. Secuencia de nucleótidos y de aminoácidos del fragmento de ADNc
aislado de placenta humana. En la secuencia se indican subrayadas ias posiciones de los
cebadores utilizados en la amplificación. Los rectángulos indican las secuencias homólogas
a los péptidos microsecuenciados de p43 presentados en la Tabla I.
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Por otra parte, el estudio comparativo de la secuencia de placenta con el de

otras proteinas descriptas en el GenBank mostró que la primera resulta

idéntica al clon L40401. Este clon es un fragmento de ADNcde 1143 bp que

codifica para un polipéptido de 311 aminoácidos que corresponde a una

porción de la proteína hipotética ZAP128 aislada de cerebro humano y cuya
función no ha sido aún establecida.

La comparación de las secuencias entre ZAP128 y p43 de adrenal mostró

una divergencia marcada en el extremo 5' de ambas proteínas (Figura 34)

sugiriendo que ZAP128 podría ser un producto de splicing alternativo tejido­

especifico de p43.

I-9.2 Identificación del transcripta de p43 en tejidos no
esteroidogénicos

Teniendo en cuenta que otros clones como D12Ucla1, E312, B1311 y C7121

estan relacionados con p43 y fueron originalmente aislados de bibliotecas de

riñón e hígado, estudiamos la posibilidad de que la expresión de esta

proteína no esté restringida únicamente a aquellos tejidos esteroidogénicos

sino que su distribución sea ubicua.

Con este objetivo, analizamos por Northern bIot diferentes muestras de ARN

total de tejidos como corazón, riñón, hígado y bazo de rata. El resultado

obtenido muestra que tanto riñón como corazón presentan dos transcriptos

de 1,8 y 2,6 kb mientras que en bazo e hígado sólo se identificó el

transcripto de 2,6 kb. Más aún, mientras el transcripto de 1,8 kb está

expresado en mayor proporción en riñón, el de 2,6 Kb es el predominante en

corazón (Figura 35).

Warden et al. demostraron Ia existencia de dos especies de ARNm para el

clon D12Ucla1 (2,5 y 3,3 kb) en ambos tejidos de Mus muscu/us (Warden et

a/., 1993). Se ha descripto que tanto la mMTE-Icomo la mCTE-I presentan el

mismo tamaño de transcripto que su homóloga en rata y que únicamente la
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Figura 34. Comparación de la secuencias de aminoácidos entre p43 y la proteína
hipotética ZAP128. Las regiones sombreadas indican los sitios conservados en ambas
secuencias. El motif de serina iipasa se encuentra incluidoen un rectángulo.
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2,37 kb—. '

1,35kb—o., ,

Figura 35. Distribución tisular del ARNmde p43 en tejidos no esteroidogénicos. Una
alícuota de 24 pg de ARN total extraído de homogenatos de tejidos de corazón, riñón,
hígado y bazo fueron analizados en geles desnaturalizantes de agarosa según el
procedimiento descripto en Ia sección II-4.2. Las preparaciones de ARN fueron transferidas
a una membrana de nylon e hibridizada con la sonda de 692 bp de adrenal o con 28s como
control.

181



RESULTADOS YDISCUSION

sobreexposición de la membrana lleva a la aparición del transcripto de 3,5

kb (Linquist et al., 1998) el cual posiblemente corresponda a una aciI-CoA

tioesterasa estructuralmente relacionada a las descriptas.

Los resultados de nuestro laboratorio indican que en el hígado, los niveles

de ARNm de p43 son muy bajos y que el transcripto de la rCTE-l no es

detectable en condiciones normales. Si bien se ha descripto que los niveles

de expresión de la rMTE-l y la rCTE-I están transitoriamente aumentados

luego del tratamiento crónico con proliferadores de peroxisomas (Svensson

et al., 1998; Lindquist et al., 1998), nuestros resultados indicarían que, en las

condiciones experimentales estudiadas, posiblemente exista alguna

hormona o factor nutricional que actúa sobre la represión del gen (Lindquist

et al., 1998).

Teniendo en cuenta de que p43 es una aciI-CoA tioesterasa y que los

miembros de esta familia presentan en general más de una actividad

enzimática, podemos especular acerca de la posibilidad de que p43 actúe
con una u otra de estas actividades catalíticas de manera tejido-específica.

Más aún, podemos sugerir que la regulación de estas actividades
enzimáticas serían Ia consecuencia de la acción de diferentes proteínas

quinasas sobre p43.

De hecho, estudios realizados en el laboratorio nos permitieron demostrar

que p43 tiene una regulación hormono-dependiente en el hígado y que el
número de isoformas fosforiladas de p43 en este tejido es distinto al

descripto en adrenal (Finkielstein et al., 1996).

Posteriormente también se detectó el ARNmde p43 en dos líneas celulares

de linfocitos denominadas Ti6 y DO11.1. En este caso, preparaciones de

ARN total de Ti6 y DO11.1 fueron analizadas por RT-PCR siguiendo el

mismo procedimiento experimental que el descripto en placenta,

identificándose un único producto de amplificación específico que fue
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reconocido por la sonda de p43 en un Southern blot (Figura 36A y 368).

Estos resultados no sólo muestran la distribución ubicua de la proteína, sino

que advierten sobre su función como intermediaria en múltiples procesos
celulares.

l-9.3 Hibridación in situ del ARNmde p43

A continuación se decidió estudiar los tipos celulares que expresan el ARNm

de p43. Para tal fin, se desarrollaron experimentos de hibridación ¡n situ

sobre cortes de diferentes tejidos tales como glándula adrenal, corazón,

riñón, testículo y glándula pituitaria. El estudio fue realizado utilizando un

oligonucleótido complementario a una secuencia específica del ARNm de

p43 y empleándose como controles negativos los oligonucleótidos

correspondientes con la secuencia directa y aquellos con una secuencia

aleatoria de igual composición de bases. El procedimiento experimental

seguido se describe en la sección II-7de Materiales y Métodos y las señales

de hibridación positiva detectadas en un tejido se correlacionan con Ia

expresión del ARNm de p43.

Como puede observarse en Ia Figura 37 Ia distribución de la señal de

hibridación en la glándula adrenal está limitada a la región periférica

correspondiente a la corteza, que incluyea células de las zonas glomerulosa

y fasciculata-reticularis pero no se detecta en la médula. El mismo tipo de

distribución heterogénea se aprecia tanto en el testículo como en el riñón,

donde se detecta un aumento de la marca en la región comprendida entre la

corteza y la médula. Los cortes de corazón y glándula pituitaria muestran

una distribución homogénea de la marca sugiriendo que la expresión del

transcripto no estaria restringida a un tipo celular particular. Los resultados

obtenidos se correlacionan con los descriptos en los estudios de Northern
blot.
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oligoSRC Ti6 5(o) oligoSRC Ti6
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Figura 36. RT-PCR sobre una preparación de ARN total de dos líneas celulares de
linfocitos (Ti6 y 0011.1). A. ARN total (1 pg) extraído de 1x106células de cada una de las
líneas analizadas fueron utilizados como templado en una reacción de transcripción reversa
con oligo dT como cebador. El procedimiento seguido es el descripto en la sección Il-4.3 y la
amplificación se realizó con los cebadores 60/0ligoSRC. En Ia calle 1 se sembraron
marcadores de ADN XDNA/Hindlll.,en las calles 3 y 5 se analizaron los productos de
amplificación obtenidos con las líneas DO 11.1 y Ti6 respectivamente. Las calles 2 y 4
corresponden a los controles negativos con cada uno de los cebadores sobre una mezcla de
ambos templados. B. Autoradiografía correspondiente al mismo gel cuando la membrana se
hibridizó con Ia sonda de 692 bp de adrenal.
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Glándylapitoltaria

Adrenal Corazón '" ’ Hígado

Figura 37. Hibridación in situ. Autoradiografía de los cortes de los diferentes tejidos de
adrenal, corazón, riñón, testícqu y glándula pituitaria hibridizados con un oligonucleótidos
antisense específico de p43. EI procedimiento seguido se describe en la sección ll-7 de
Materiales y Métodos. Los portaobjetos con los tejidos fijados e hibridizados se expusieron
con un film X-OMATAR por 15 días. Los controles con los oligonucleótidos de secuencia
directa y aleatoria no mostraron hibridización (datos no mostrados).
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I-10Análisis genómico de p43

En paralelo se han realizado estudios de p43 a nivel genómico. Para tal fin,

se procedió a la extracción del ADN genómico de adrenales de rata y

humano siguiendo el procedimiento descripto en Materiales y Métodos

(sección Il-5). Una alícuota del material extraído se amplificó por PCR

utilizando cebadores específicos de p43 (60/0ligoSRC). El producto obtenido

se resolvió en geles de agarosa y se analizó por Southern blot utilizando una

sonda de ADNc de p43 de 692 bp (Figura 39). En Ia misma se puede

observar que Ia sonda reconoce específicamente tres fragmentos

amplificados Io que sugiere Ia existencia de más de un gen para p43. Sin

embargo, no puede descartarse la presencia de pseudogenes y sólo Ia

secuenciación de los fragmentos amplificados confirmaría el resultado
obtenido.

La presencia de más de un gen para p43 se correlaciona con la hipótesis

planteada en la sección l-9 del presente capítqu sobre Ia expresión de

genes diferentes como causa de la presencia de más de un transcripto para

p43 en los distintos tejidos. Aunque no se pueden descartar otras hipótesis

que expliquen los resultados anteriores, la existencia de más de un gen nos

permite especular sobre los diferentes factores de transcripción que pueden

estar actuando sobre una u otra región regulatoria haciendo temporal y

especialmente específica Ia expresión de cada uno de los mismos.

Sólo el aislamiento y secuenciación del gen de p43 nos permitirá determinar

cual(es) son el/Ios factor(es) involucrados en Ia regulación de la expresión
del mismo.
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Figura 38. Southern blot de ADN genómico de rata y humano. Una alícuota de
preparaciones de ADN genómico de rata y humano fueron utilizadas en reacciones de
amplificación por PCR con cebadores específicos de p43. Los productos de amplificación
obtenidos fueron analizados en un gel de agarosa 2% y transferidos a una membrana de
nylon donde fueron hibridizados con una sonda de 692 bp de p43. El procedimiento
experimental se describe en la sección II-5.1.1 de Materiales y Métodos.
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II Regulación de los niveles de ARNm de 943 en Ia fase aguda de la
esteroidogénesis

Los resultados obtenidos en nuestro laboratorio indican que p43 es un
componente obligatorio en la síntesis de esteroides. En tal sentido,

decidimos estudiar el efecto que sobre los niveles de mensajero de p43 tiene
el estímulo con una hormona trófica.

En los estudios realizados sobre Ia regulación de la expresión del gen de

p43 por ACTH en la zona fasciculata de la corteza adrenal, se procedió a

correlacionar los niveles de ARNm de p43 obtenidos en diferentes

condiciones experimentales con las correspondientes medidas de
corticosterona circulantes.

ll-1Efecto dela dexametasona sobre los niveles de ARNmde p43

Inicialmente, un grupo de ratas fueron inyectadas con diferentes dosis de

dexametasona (Dx), glucocorticosterona, luego fueron sacrificadas y

extraídas las glándulas adrenales a partir de las cuales se obtuvo una

preparación de ARN total de zona fasciculata siguiendo el procedimiento

descripto en la sección ll-4 de Materiales y Métodos. De cada uno de los

animales se obtuvieron muestras de plasma a partir de los cuales se

determinaron los niveles de corticosterona circulante (sección II-9).

Las distintas preparaciones de ARN total correspondientes a cada una de

las diferentes dosis de Dx fueron analizadas por Northern blot. El resultado

obtenido muestra que existe una disminución en los niveles de mensajeros

de p43 de manera dosis dependiente de Dx (Figura 39). Esta disminución

resulta hasta un 70% menor respecto de los valores normales para dosis

entre 2,5 y 5 mg/Kg mientras que los niveles de corticosterona plasmática

permanecen dentro de los valores basales.

Sin embargo, quedaba por determinar si el efecto observado era la
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Dexametasona (mg/Kg)

0,5 1,75 2.5 5,0

%dens.rel,p43/288
|UJ/EUOJQJSODl1JOOepBu

0,5 mg/kg 1,75 mg/kg 2,5 mg/kg 5,0 mg/kg

Figura 39. Efecto de la dexametasona sobre los niveles de ARNm de p43. Distintos
grupos de ratas fueron inyectadas s.c. con cada una de las dosis de dexametasona (Dx)
indicadas en Ia figura. Los animales fueron sacrificados 5h después de Ia inyección y
extraídas las glándulas adrenales como se describe en Materiales y Métodos. Una alícuota
de ARN total (24 ug) de la zona fasciculata de la corteza adrenal de cada uno de los
diferentes tratamientos fue analizada por Northern blot. La membrana se hibridizó con una
sonda de 692 bp de adrenal o 28S como control y luego se expuso 48h a -70°C con una
película X-OMATAR. La autoradiografía obtenida se muestra en los paneles superior (sonda
692 bp) e intermedio (sonda 28S). Los niveles de ARNm fueron cuantificados por
densitometría óptica de cada una de las autoradiografías y relativizados a los de 288
ribosomal. Los niveles de corticosterona en plasma fueron determinados por
radioinmunoensayo (sección II-9). Los valores se expresan como la media i SD, n=3
excepto para el ARN, en los cuales las muestras de ARN correspondientes a cada
tratamiento fueron reunidas antes del análisis.
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consecuencia directa de la regulación negativa de este glucocorticoide sobre

el eje hipotalámico-hipofisario, lo cual conduce a Ia disminución en los

niveles circulantes de ACTH o si se trataba de un efecto genómico de la Dx

sobre la expresión del gen de p43.

ll-2Efecto del ACTHsobre los niveles de ARNmde p43

Si el efecto en los niveles de p43 es el reflejo de la disminución de los

niveles circulantes de ACTH, el tratamiento de un grupo de animales con

esta hormona debería revertir el efecto que produce Ia sóla inyección con

Dx. Inicialmente, un grupo de animales fueron inyectados primero con 2,5

mg/Kg de Dx, luego estimulados con una dosis máxima de ACTH y

sacrificados a diferentes tiempos posteriores a la estimulación según el

procedimiento detallado en Materiales y Métodos. Cada una de las

preparaciones de ARN total de la zona fasciculata de la corteza adrenal

correspondientes a los diferentes tratamientos fueron analizadas por

Northern blot y el resultado obtenido se muestra en el panel superior de la

Figura 40. En todos los casos se analizaron los niveles de corticosterona en

plasma.

De la autorradiografía mostrada en el panel superior de la Figura 40 se

puede concluir que existe un aumento en los niveles de mensajero de p43

que resulta rápido (5 min) con un máximo a los 15 min (62%) posteriores al

estímulo y transitorio retornando a los valores basales a los 30 min. Las

mediciones de corticosterona plasmática obtenidas en cada caso se
muestran en Ia Tabla Il.

190



lÓOOOOOOOOOOOOOOÓOOOOOOÓOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOC

RESULTADOS YDISCUSION

0,6

0.4

%densvrel.p43/B-actina
|ul/EUOJGISOORJOOepBu

0,2

Control 5 min 15 min 30 min
.

+ ACTH (200 pg/Kg)

Figura 40. Efecto del ACTH sobre los niveles de ARNm de p43. Un grupo de ratas
fueron inyectadas s.c. con 2,5 mg/Kg de Dx 5h antes del sacrificio (control). Otro grupo de
animales fueron además inyectadas con ACTH (200 pg/Kg) 30, 15 y 5 min antes del
sacrificio. Las glándulas adrenales fueron extraídas y purificado el ARN total como se
descn‘be en Materiales y Métodos. Una alícuota de 24 ug de ARN total de Ia zona fasciculata
de la corteza adrenal de cada uno de los diferentes tratamientos fue analizada por Northern
blot. La membrana se hibn'dizócon una sonda de 692 bp de adrenal o B-actina como control
y luego se expuso 48h a -70°C con una película X-OMATAR. La autoradiografía obtenida se
muestra en los paneles superior (sonda 692 bp) e intermedio (sonda B-actina). La
abundancia relativa del ARNm de p43 y los niveles de corticosterona en plasma, indicados
en el panel inferior, fueron determinados como se explicó en la Figura 39.
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‘ :ÍKSTraÍtamientá . .,ng de. corticosteronatmíá?

. Dx (control) 11,06 ¿r 1,06

Dx+ACTH5 min 108,84 i 6,26

Dx+ACTH10 min 256,02 i 11,04

DXÏAQÏH M15min 417,97 i 10,6

Dx+ACTH30 min 380,47 i 13,81

Tabla ll. Medición de los niveles de corticosterona plasmática en animales que
recibieron diferentes tratamientos.

El conjunto de estos resultados indican que la disminución en los niveles de

ARNm de p43 observada luego del tratamiento con Dx (Figura 39) es

revertida luego de la administración de ACTH a los animales (Figura 40),

sugiriendo que los niveles circulantes de esta hormona regulan la

acumulación transitoria del mensajero de p43.

Para determinar el/los eventos moleculares que producen la acumulación

transitoria del mensajero de p43 en los minutos posteriores al estímqu con

ACTHse desarrollaron los experimentos que se detallan a continuación.

ll-2.1Efecto dela actinomicina Dsobre los niveles de ARNmde p43

En primera instancia se evaluó el efecto de la actinomicina D (act.D), un

inhibidor de la transcripción, sobre la acumulación del ARNm de p43. Para

ello, diferentes grupos de ratas fueron tratadas con: (1) Dx; (2) Dx y act.D;

(3) Dx y ACTH o (4) Dx, act.D y ACTH. El procedimiento seguido se describe

en la sección I-4 de Materiales y Métodos. De cada uno de los grupos de

animales se extrajeron las glándulas adrenales y se realizó la preparación
del ARNtotal de la zona fasciculata. Las muestras fueron sembradas en un
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gel y se procedió al análisis de las mismas por Northern blot como se

describió anteriormente. Además, se procedió a la extracción de una

muestra de sangre de los animales correspondientes a los diferentes lotes y

se determinó el nivel de corticosterona plasmática en cada caso. Los valores
obtenidos se resumen en la Tabla lII.

. _ ‘¿Tratamiento l ng de corticosteronalmt .1

Dx(control) ,.
, px+ act.D (500 ug/Kg) 52 i 8

Y DX+ACTH 15 min 812 i 12,5

ípx+ act.D (500 ug/Kg)+ACTH 712,5 i 12

Dx+ act.D (750 ug/Kg)+ ACTH 775 j: 37,5

Tabla lll. Medición de los niveles de corticosterona plasmática en animales que
recibieron diferentes tratamientos.

El resultado del análisis por Northern blot de cada una de las preparaciones

de ARN correspondientes a los distintos tratamientos mostró que existe una

evidente disminución en los niveles de mensajero de p43, cuando los

animales son inyectados con cualquiera de las dosis de actinomicina D

antes del estímqu con ACTH. Sin embargo, los niveles de corticosterona

plasmática son máximos y permanecen invariables con ambas

concentraciones (Figura 41).

Estos resultados se correlacionan con otros descriptos en la literatura que

señalan que Ia transcripción de novo no es un proceso necesario en la

regulación aguda de la producción de esteroides. Se ha informado que el
tratamiento in vivode ratas e in vitrode cuartos de adrenales con
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Figura 41. Efecto de la actinomicina D sobre los niveles de ARNmde p43. Un grupo de
ratas fueron inyectadas s.c. con 2,5 mg/Kg de Dx 5h antes del sacrificio (control). Un
segundo grupo de animales controles fueron también inyectados con actinomicina D (act. D)
en la dosis indicada 45 min antes del sacrificio. Un tercer lote de animales controles fueron
inyectados con ACTH (200 ug/Kg) 15 min antes del sacrificio (ACTH). Otros dos grupos de
animales fueron inyectados s.c. con Dx (2,5 mg/kg), act. D (500 o 750 pg/Kg) 45 min y
ACTH (200 ug/Kg) 15 min antes del sacrificio. Las glándulas adrenales fueron extraídas y
purificado el ARN total como se describe en Materiales y Métodos. Una alícuota de 24 ug de
ARN total de la zona fasciculata de la corteza adrenal de cada uno de los diferentes
tratamientos fue analizada por Northern blot. La membrana se hibridizó con una sonda de
692 bp de adrenal o 288 como control y luego se expuso 48h a -70°C con una película X­
OMATAR. La autoradiografía obtenida se muestra en los paneles superior (sonda 692 bp) e
intermedio (sonda 288). La abundancia relativa del ARNm de p43 y los niveles de
corticosterona en plasma indicados en el panel inferior fueron determinados corno se explicó
en la Figura 39. Las barras de error en las determinaciones de corticosterona son menores
al 5% y por Io tanto no resultan visibles.
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actinomicina D no bloquea la producción de corticosterona estimulada por

ACTH (Garren et a/., 1965; Ferguson y Morita, 1964; Farese, 1966), Io cual

se correlaciona con nuestras observaciones. Sin embargo, otros autores han
descripto un efecto inhibitorio parcial de la act.D sobre Ia producción de

esteroides estimulada por hormonas en células de Leydig de rata,

intersticiales y en células dispersas de adrenal (Farese, 1966; Shin y Sato,

1971; Schulster, 1974; Mendelson et a/., 1975; Cooke et a/., 1979), el cual

puede ser aún menor si las células en estudio son pretratadas con Ia

hormona o si se extiende el tiempo de Ia misma en el cultivo.

Nuestros resultados y los informados por otros autores sugieren que la

síntesis aguda de esteroides se daría en condiciones en las cuales existen

niveles basales de ARNmy que la transcripción de novo sería fundamental

para mantener la capacidad esteroidogénica del sistema a largo plazo. En Ia

fase aguda de Ia esteroidogénesis, Ia regulación estaría dada por los

procesos de traducción y modificación post-traduccional por fosforilación de
diferentes sustratos.

Esta hipótesis se correlaciona con los resultados presentados en la Figura

41 y justifica el aumento en los niveles de corticosterona cuando los niveles

relativos del transcripto de p43 están disminuidos.

II-2.2Efecto dela cicloheximida sobre los niveles de ARNmde p43

A continuación se evaluó el efecto de un inhibidor de la traducción, como la

cicloheximida (CHx) sobre los niveles de ARNm de p43 tenia. En tal sentido,

diferentes grupos de animales fueron tratados con: (1) Dx; (2) Dx y CHx; (3)

Dx y ACTH o (4) Dx, CHx y ACTH. El procedimiento experimental seguido

fue el mismo que en el caso anterior y las preparaciones de ARN total se

analizaron por Northern blot. En todos los casos, se procedió a Ia extracción

de sangre y a la medición de los niveles de corticosterona en plasma
encontrándose para cada tratamiento los valores resumidos en Ia Tabla IV.
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VTratamiento ng de corticosteronalml

...Dx.y(99,ntrol)w ._ 4,9%.

,7.DX+CHX.(199Mm9/K9)Di . Z3. .j

..7..,,.Á.DX+ACTH15 min 058,64 i121 e

yA“PXTCHX.(5Qm9/K9)+ACTH 39,6:2145W

i prCi-lx w(100mg/Kg)+ACTH 26,19 i 2,88 k

PXÍCHX...(,200 .,.el_..í
Tabla IV. Medición de los niveles de corticosterona plasmática en animales que
recibieron diferentes tratamientos.

El resultado obtenido muestra que Ia CHx potencia el efecto de ACTH sobre

los niveles del transcripto de p43 y que tiene un máximo cuando los

animales son tratados con 100 mg/kg de CHx antes del estimqu con la

hormona. Los valores de corticosterona circulantes obtenidos para cada uno

de los diferentes tratamientos muestran que la inyección de cualquiera de

las dosis estudiadas de CHx, bloquea Ia producción de esteroides inducida

por ACTH (Figura 42).

De los resultados presentados se puede inferirque el efecto del tratamiento

con CHx previo al estimulo con ACTH, bloquea la traducción de una proteína

que estaria implicada en la desestabilización del mensajero de p43. Esta

afirmación se sustenta en el análisis de Ia región 3’UTR del ARNm de p43

donde hemos identificadopotenciales secuencias desestabilizantes (AREs y

(T)n)que resultan importantes determinantes del recambio de mensajeros y

que son blancos de unión de proteínas como las AUF-1, que median Ia

rápida degradación de los mismos.
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Figura 42. Efecto de la cicloheximida sobre los niveles de ARNm de p43. Un grupo de
ratas fueron inyectadas s.c. con 2,5 mg/Kg de Dx 5h antes del sacrificio (control). Un
segundo grupo de animales controles fueron también inyectados con cicloheximida (CHx)
en la dosis indicada, 45 min antes del sacrificio. Un tercer lote de animales controles fueron
inyectados con ACTH (200 pg/Kg) 15 min antes del sacrificio. Otros tres grupos de animales
fueron inyectados s.c. con Dx (2,5 mg/kg), CHx (50, 100 o 200 mg/Kg) 45 min y ACTH (200
ug/Kg) 15 min antes del sacrificio. Las glándulas adrenales fueron extraídas y el ARN total
fue purificado como se describe en Materiales y Métodos. Una alícuota de 24 ug de ARN
total de la zona fasciculata de la corteza adrenal de cada uno de los diferentes tratamientos
fue analizada por Northern blot. La membrana se hibridizó con una sonda de 692 bp de
adrenal o 288 como control y luego se expuso 48h a -70°C con una película X-OMATAR.
La autoradiografía obtenida se muestra en los paneles superior (sonda 692 bp) e intermedio
(sonda 288). La abundancia relativa del ARNm de p43 y los niveles de corticosterona en
plasma, indicados en el panel inferior, fueron determinados como se explicó en la Figura 39.
Las barras de error en las determinaciones de corticosterona son menores al 5% y por lo
tanto no resultan visibles.
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La vida media de estos transcriptos depende del número de regiones

desestabilizantes en el 3’UTR, de la afinidad de unión de las proteínas

desestabilizadoras a las diferentes secuencias y de la concentración de Ia

forma activa de estas proteínas disponibles para Ia unión. En tal caso, el

tratamiento con CHx conduciría al aumento en los niveles del ARNm de p43

como consecuencia de la estabilización del mismo. Sin embargo, la síntesis

de esteroides permanecería bloqueada por Ia ausencia de p43 en el
sistema.

En relación a Io discutido en la sección anterior, se puede sugerir que la

acumulación del ARNm de p43 es la consecuencia de Ia transcripción de

novo del gen y del bloqueo de la síntesis de una proteína represora de vida

media corta por acción de la CHx. De manera tal que la acumulación del

transcripto de p43 durante la fase aguda de la esteroidogénesis sería el
resultado de la estabilización del mismo por algún mecanismo estimulado

por ACTH.

ll-3Identificación de p43 en la fracción citosólica dela zona fasciculata
dela glándula adrenal de animales tratados con cicloheximida

Los resultados descriptos en las secciones anteriores se completan con la

detección de p43 en la fracción citosólica de la zona fasciculata de

adrenales de ratas tratadas o no con CHx y luego estimuladas con ACTH

(Materiales y Métodos sección II-6). Una alícuota de cada una de las

fracciones fueron analizadas por Western blot con un anticuerpo antipéptido

de p43. El resultado obtenido muestra que existe una disminución en los

niveles de la proteína p43 cuando Ia fracción citosólica analizada

corresponde a animales tratados con CHx por 5 min antes del estímqu con

ACTH (Figura 43). Estos resultados sugieren que p43 es una proteína

sensible a cicloheximida y de alto recambio.
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Figura 43. Análisis de los niveles de p43 en citosoles de zona fasciculata de la corteza
adrenal. Un alícuota de 20 ug de proteínas totales obtenidas de citosoles de zona
fasciculata de glándula adrenal de animales que recibieron únicamente una inyección de
ACTH (200 ug/Kg), o bien CHx (100 mg/kg) por 10 min y luego ACTH (200 ug/Kg), fueron
analizadas en un SDS-PAGE y transferidas a una membrana de nitrocelulosa según se
describe en la sección Il-6.1. p43 se detectó utilizando un anticuerpo anti-péptido F7R en
dilución 1:500. A. Tinción con Ponceau S de la membrana de nitrocelulosa. B. Western blot.
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II-4Conclusión de los resultados presentados

En resumen, podemos decir que en ausencia de ACTH circulante existen

niveles basales de ARNm de p43 que se traducen dando origen a una

proteína que se activa por fosforilación y que es sensible a cicloheximida y

de rápido recambio. La estimulación aguda con ACTH provoca la

acumulación transitoria del mensajero de p43 a través de algún proceso de

estabilización. La traducción del ARNm y Ia modificación post traduccional

por fosforilación de p43 (Paz et a/., 1994) estarian involucradas en la etapa

inicialde Ia esteroidogénesis, mientras que los mecanismos de transcripción
de novo estarían involucrados en el mantenimiento de la misma. El conjunto

de los resultados obtenidos nos permiten afirmar que p43 resulta un

intermediario obligatorio en la síntesis de esteroides.
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La regulación hormonal del paso limitante en Ia síntesis de esteroides

ocurre, en los distintos tejidos esteroidogénicos, a través de la activación de

diferentes proteínas quinasas, sugiriendo que los distintos mecanismos de

transducción de señales convergen en un intermediario común. Los

resultados obtenidos en nuestro laboratorio y por otros grupos de trabajos

señalan al AA y a sus metabolitos como intermediarios obligatorios en el

mecanismo de acción de las hormonas esteroidogénicas, los que actúan

regulando el paso limitante en la síntesis de esteroides. Dado que la

liberación de estos metabolitos es dependiente de Ia fosforilación de

proteínas, el tema de estudio en los últimos años en el laboratorio ha sido la

búsqueda de un nexo entre los procesos de fosforilación de proteínas

mediados por diferentes quinasas y la liberación de AA. Con este objetivo

utilizamos como modelo experimental la zona fasciculata de Ia corteza

adrenal, donde la síntesis de esteroides estimulada por ACTH es mediada

por activación de Ia PKAy la liberación de AA. En este sistema identificamos

una proteína novel, p43, con la capacidad de estimular la síntesis

mitocondrialde esteroides mediante un proceso dependiente de la liberación
de AA.

Los resultados obtenidos revelaron que tanto la bioactividad de p43 como el

grado de fosforilación de ésta son eventos regulados hormonalmente. Estos

conocimientos nos llevaron a postular que p43 podría establecer, en el

hipotético caso de ser sustrato de diferentes quinasas, un punto de

convergencia de los diferentes mecanismos de transducción de señales

empleados por diferentes hormonas esteroidogénicas. Este punto de

convergencia se localizaría en un sitio previo a la liberación de AA.

Las características bioquímicas que exhibe 43 resultan ciertamente
atractivas cuando se la considera intermediaria común de mecanismos de

transducción de señales que implicanla activación de diferentes quinasas.
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En el presente trabajo se procedió a realizar Ia caracterización molecular de

p43 considerando que a partir de estos estudios se pueden inferir sus

mecanismos de regulación y activación.

La determinación de la secuencia de p43 se realizó a través del análisis de

diferentes bibliotecas de ADNc y por estudios de RT-PCR. La secuencia
obtenida resultó idéntica a una acil-CoAtioesterasa novel denominada MTE­

I, recientemente incorporada en el GenBank (Svensson et a/., 1998). Los

estudios cinéticos de esta tioesterasa demostraron que la misma utiliza

preferencialmente como sustratos ácidos grasos de cadena larga (14-20), en

particular araquidonil y palmitoiI-CoA.

El análisis estructural de p43 muestra Ia presencia de un motif de serina

Iipasa conservado estructural y funcionalmente en las distintas especies. La
conservación del sitio activo durante la evolución indica entonces la

importancia de esta estructura para Ia funcionalidad de Ia enzima. Aunque

no hemos establecido aún el mecanismo preciso por el cual las aciI-CoA

tioesterasas actuarían en los sistemas esteroidogénicos, una hipótesis es

que Io hagan a través de la liberación de AAa partir del araquidonil-00A. En

este sentido, el requerimiento de la presencia de Ia fracción microsomal en

el ensayo de Ia bioactividad de p43 para que ésta exhiba su capacidad

esteroidogénica, indicaría que esta fracción constituye Ia fuente de enzimas

necesarias para Ia metabolización del AA a Ieucotrienos. Este mecanismo
constituiría una alternativa novel de obtención de AAdistinta de la PLAz.

Un mecanismo como el propuesto se correlaciona con la detección de p43

en una amplia variedad de tejidos, algunos de los cuales como corazón e

hígado, no están especializados en la síntesis de hormonas esteroideas. De
acuerdo con el rol obligatorio de p43 en Ia esteroidogénesis, hemos

detectado la presencia de su mensajero en todos los tejidos

esteroidogénicos descriptos, asignándole una función intermediaria en los

distintos mecanismos de transducción de señales generados en respuesta al
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estímulo por una hormona trófica. Sin embargo, para proponer Ia

participación de p43 en la liberación de AAen todos los tejidos es necesario

detectar su expresión y demostrar su funcionalidad en los mismos. En este

sentido, la ubicuidad de p43 y los resultados obtenidos recientemente en el

laboratorio utilizando un sistema experimental heterólogo tal como el citosol

de corazones perfundidos con diferentes agonistas y la fracción mitocondrial

de adrenales apoyan la hipotética participación de p43 en todo proceso que
involucra la liberación de AA.

La estructura primaria de p43 presenta sitios consenso de fosforilación para

diferentes proteínas quinasas, en particular para aquellas que participan en

la regulación hormonal de la esteroidogénesis. Esta característica molecular

es compatible con los resultados bioquímicos y con la hipótesis planteada

acerca de la función de p43. Sin embargo, la existencia de sitios consenso

de fosforilación no necesariamente implica que Ia proteína sea un sustrato

fisiológico adecuado para estas quinasas. Sólo Ia expresión del ADNc de

p43 en un sistema ¡n vivo nos permitirá estudiar la participación de los

mecanismos de fosforilación en la regulación de Ia actividad enzimática de la
misma.

El análisis de la secuencia primaria de la MTE-l reveló la presencia de un

péptido señal de importación a la mitocondria en su extremo N-terminal. La

forma madura de Ia MTE-Icoincide con la porción N-terminal descripta para

p43 e incluye todos los péptidos microsecuenciados de ésta los cuales

constituyen el 34,8% de la secuencia completa de la proteína.

Si bien las acil-CoA tioesterasas han sido descriptas en todos los

organismos estudiados y se encuentran presentes en diferentes
compartimentos celulares, aún no se ha establecido la función fisiológica de

las mismas, particularmente para las tioesterasas noveles presentes en el

citosol y la mitocondria. Se ha descripto que Ia mayoría de los miembros de

esta familia de enzimas tienen más de una actividad catalitica, por ejemplo

203



CONCLUSIONES YPERSPECTIVAS

algunas de ellas tienen una actividad de carboxilesterasa asociada. En este

sentido resulta interesante especular que las diferentes actividades

enzimáticas pueden ser el resultado de procesos de fosfo/deforilación de

proteínas que involucran mecanismos regulatorios tejido-específicos.

Si bien p43 fue aislada de la fracción citosólica de la zona fasciculata de Ia

corteza adrenal, su secuencia primaria resultó idéntica a Ia acil-CoA

tioesterasa mitocondrial. Aunque este resultado parece contradictorio, se

correlaciona con la detección de dos proteínas, una de 43 kDa en el citosol y

en Ia matriz mitocondrial y otra de 55 kDa en Ia membrana mitocondrial,

mediante experimentos de Western blot. Sin embargo, queda por

determinarse Ia funcionalidad y Ia relación estructural entre ambas entidades

moleculares detectadas en los diferentes compartimentos.

Aunque diversas proteínas han sido postuladas como intermediarias en la

regulación de Ia síntesis de esteroides por hormonas tróficas, no se ha

demostrado que exista una regulación hormonal aguda sobre la expresión

del gen o sobre los niveles de su transcripto. En este trabajo, presentamos

evidencias de la regulación aguda sobre transcripto de p43. Esta regulación

es rápida y transitoria ya que ACTH modifica los niveles de ARNm de p43 en

los minutos posteriores al estímulo, retomando luego a los valores basales.

Nuestros resultados indican que ACTH puede ejercer su acción regulando

tanto Ia estabilización del ARNmde p43 como la transcripción de novo.

EI aumento en la abundancia del transcripto después del tratamiento con

CHx sugiere que el mensajero que codifica a p43 es intrínsecamente

inestable. Nuestros resultados prueban que Ia estabilización del ARNm es el

proceso involucrado en la fase inicial de la esteroidogénesis mientras que Ia

transcripción de novo la sostiene a largo plazo. Esto se correlaciona con los

resultados obtenidos con act.D que muestran que Ia adición de esta droga
antes del estímqu con Ia hormona trófica no inhibe Ia síntesis de esteroides
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en Ia fase aguda de Ia esteroidogénesis, aunque si lo hace en Ia fase
crónica.

Teniendo en cuenta de que p43 es un componente obligatorio en el

mecanismo esteroidogénico y que resulta idéntica a una aciI-CoA

tioesterasa, se puede postular por primera vez un rol fisiológico para esta

clase de enzimas en la regulación de la síntesis de esteroides a través de Ia

liberación de AA (Figura 44). Esta información plantea el nuevo desafío de

investigar las relaciones entre las actividades de aciI-CoA tioesterasa y Ia

regulación hormonal de Ia esteroidogénesis.



¡0.0.0.0000000000000000000000000000000000000000

CONCLUSIONES YPERSPECTIVAS

Compiejo hormona-receptor
o K+

O‘ixWW
GSA g+
PKA ¿of

Gen de p43

Traducción ,

(tíoesterasa)

Leucotrienos Esteroides

Microsoma

\ \\//

Figura 44. Mecanismo de acción de propuesto para p43. Gs, proteína G estimulatoria;
Gq, proteína G tipo q; AC, adenilil ciclasa; PLC, fosfolipasa C; DAG, diacilglicerol; PKC,
proteína quinasa C; IP3, inositol trifosfato; PKA, proteína quinasa dependiente de AMPc;
CaMKIl, proteína quinasa dependiente de Caz+lcalmodulina; SF-1, steroídogenic factor 1;
AA, ácido araquidónico; AA-CoA, araquidoniI-CoA.
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