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RESUMEN

Caracterizacion del papel de las inmunofilinas en la regulacién de factores de
transcripcion

Las inmunofilinas son una familia de proteinas que presentan un dominio con
actividad peptidil-prolil-isomerasa (PPlasa); la mayoria de las cuales unen
drogas inmunosupresoras. Dentro esta familia, se encuentran las FKBPs
(FK506 Binding Proteins) que unen al macrolido FK506. Nuestro laboratorio
demostréo que FKBP-51 kDa (FKBP51) y FKBP-52 kDa (FKBP52) regulan
antagonicamente la actividad transcripcional y localizacion subcelular de
ciertos factores nucleares (NF-kappaB y receptores esteroides). El objetivo
de esta tesis fue estudiar la regulacion de las FKBPs sobre el complejo de
factores de transcripcion AP-1, particularmente sobre c-Fos y c-Jun, en
células trofoblasticas (BeWo). Demostramos que FKBPS2 favorece la
activacion sostenida de la quinasa ERK e incrementa la estabilidad proteica,
la retencion nuclear, la actividad transcripcional, la union al ADN vy los niveles
de proteina de los miembros de AP-1. Por el contrario, la sobreexpresién de
FKBP51 retrasa y disminuye la importacién nuclear de c-Fos, como también
inhibe la actividad transcripcional de AP-1. La contribuciéon funcional del
dominio PPlasa de ambas FKBPs resulto relevante en la modulacién de AP-1.
A nivel de los efectos biolégicos de genes involucrados en placentacién, y
blancos de regulacién de AP-1 y NF-kappaB, encontramos que FKBP52
aumenta los niveles de proteina de las metaloproteasas de la matriz (MMP-2
y MMP-9) e interleuquina 6 (IL-6). Asimismo, FKBP52 modula positivamente
la actividad proteolitica de MMP-2. Mientras que FKBP51 reduce los niveles
de proteina y la actividad gelatinasa de MMP-2. Finalmente, observamos que
la Epigalocatequina Galato (EGCG, flavonoide presente en el té verde) actua
inhibiendo el efecto positivo de FKBP52 sobre la actividad de AP-1 y
NF-kappaB .

Los resultados de esta Tesis Doctoral demuestran que FKBP51 y FKBPS2
regulan a los factores de transcripcién de la familia AP-1. Esta regulacion
seria dependiente de la actividad PPlasa de estas FKBPs y ocurriria en forma
antagdnica . Mas aun, postulamos que FKBP52 es un potencial blanco
farmacolégico de EGCG.

Palabras claves: FKBP51, FKBP52, AP-1, C-FOS, C-JUN, EGCG,
NF-KAPPAB, PLACENTA, CELULAS TROFOBLASTICAS



ABSTRACT

Characterization of inmunophilins regulation on transcription factors

Inmunophilins are a family of proteins with a peptidyl-prolyl isomerase domain
(PPlase), many of them bind inmunosuppresant drugs. Among the members
of this family, FKBPs (FK506 Binding Proteins) bind the macrolide FK506. Our
laboratory showed that both FKBP-51 kDa (FKBP51) and FKBP-52 kDa
(FKBP52) regulate NF-kappaB and steroid receptors transcriptional activity
and subcelullar localization in an antagonistic manner. The aim of this thesis
was to study FKBPs regulation on AP-1, particularly c-Fos and c-Jun, in
BeWo trophoblastic cells. We demostrated that FKBP52 favours a sustained
ERK activation and increases the protein stability, the nuclear retention, the
transcriptional activity, the DNA binding and protein levels of AP-1 members.
In other matters, FKBP51 overexpression delays and reduces c-Fos nuclear
entry as well as it inhibits AP-1 transcriptional activity. PPlase activity of both
FKBPs consists on an important part of AP-1 modulation. In regards to the
biological effects of AP-1 and NF-kappaB target genes which are also
involved in placentation, we found that FKBP52 not only increases matrix
metalloproteases (MMP-2 and MMP-9) and interleuquin 6 (IL-6) protein levels
but also MMP-2 proteolytic activity. Whereas, FKBP51 decreases MMP-2
protein level and gelatin-degrading activity. Finally, we observed that
Epigallocatechin Gallate (EGCG, green tea flavonoid) modulates negatively
AP-1 and NF-kappaB transcriptional activity mediated by FKBP52.

The results of this Doctoral Thesis encourage that FKBP51 and FKBP52
regulate AP-1, mainly in an opposite and PPlase dependent manner. We
especulate that FKBP52 is a potential and pharmacology EGCG target.

Keywords: FKBP51, FKBP52, AP-1, C-FOS, C-JUN, NF-KAPPAB,
PLACENTA, EGCG,TROPHOBLASTIC CELLS
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ABREVIATURAS

ACTH (Adrenocorticotropic hormone): Hormona adrenocorticotropina

ADN: Acido Desoxirribonucleico

AKT: Proteina quinasa B

AMPc: Adenosin monofosfato ciclico

AP-1 (Activating protein 1): Proteina activadora 1

AR (Androgen receptor). Receptor de andrégenos

ARN: Acido Ribonucleico

ARNasa: Ribonucleasa

ARNm: ARN mensajero

ATF (Activating transcription factor): Factor de transcripcion activador

Bcl-2 (B-cell lymphoma 2): Proteina 2 de la leucemia/linfoma de células B
Bcl-xL (B-cell lymphoma-extra large): Proteina 2 de la leucemia/linfoma de células B
extra grande

BSA (Bovine serum albumin): Albumina de suero bovino

B-Zip (Basic Leucine Zipper Domain): Region basica de union al ADN y un motivo
hidrofébico responsable de la dimerizacion de AP-1

C: Catequina

CaM quinasa: Calcio/Calmodulina proteina quinasa

CK2 (Casein kinase 2): Caseina quinasa 2

Co-IP: Co-inmunoprecipitacion.

CRD (Coding Region Determinant): Regién codificante determinante

CRE (cAMP-responsive Element): Elemento de respuesta al AMPc

CREB (cAMP response element-binding): proteina de union a elemento de
respuesta a AMPc

CRH (Corticotropin-releasing hormone) :Hormona liberadora de corticotropina
CsA (Ciclosporine A): Ciclosporina A

CyPs (Ciclophilins): Ciclofilinas

DAPI: 4 ',6-diamino-2-fenilindol

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium): Medio de Eagle modificado por
Dulbecco

DMSO: Dimetilsulféxido

DO: Densidad o6ptica

DTT: Ditiotreitol

EC: Epicatequina

ECG: Epicatequina Galato

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

EGCG: Epigalocatequina galato

EGF (Epidermal growth factor): Factor de crecimiento epidérmico



EGTA: Acido etilenglicol-bis (2-aminoetiléter)-N,N,N'N'-tetraacético
ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay): Ensayo por inmunoabsorcién ligado
a enzimas

ELK1 (ETS domain-containing protein 1): Proteina con dominio ets
EMSA(Electrophoretic mobility shift assay). Ensayo de cambio movilidad
electroforética

ER (Estrogen receptor): Receptor de estrégeno

ERK (Extracellular signal-regulated kinase): Quinasa regulada por sefales
extracelulares

EROs: Especies reactivas del oxigeno

FA: Fosfatasa alcalina

FAM (Fos activating domains): dominios de activacion de de c-Fos
FKBPs ( FK506 Binding Proteins): Proteinas de unién a FK506

FKBP12: Proteina de union a FK506 de 12 KDa

FKBP51: Proteina de union a FK506 de 51 KDa

FKBP52: Proteina de union a FK506 de 52 KDa

FRK (Fos-regulating kinase): Quinasas reguladoras de Fos

FT: Factor de transcripcion

FTDP (Frontotemporal dementia with parkinsonism): Demencia fronto-temporal y
Parkirsonismo asociado al cromosoma 17

G418: Geneticina

GFP (Green fluorescent protein): proteina fluorescente verde

GM-CSF (Granulocyte macrophage colony-stimulating factor): Factor estimulante de
colonias de granulocitos y monocitos

GR (Glucocorticoid receptor): Receptor de glucorticoides

GREs (GR Response Elements): Elementos de respuesta al receptor de
glucocorticoides

GST (Glutathione S-transferase): Glutation S-transferasa

H: Horas

HEPES: N-2-hidroxietilopiperacina-N-2-etano acido sulfénico

HIF (Hypoxia-inducible factor): Factor inducible por hipoxia

HLA-G (Human leukocyte antigen-G): Antigeno G humano leucocitario
HPA (Hypothalamic pituitary adrenal): Eje hipotalamo-pituitaria-adrenal
HOB (Homology box): Secuencias homdlogas de c-Fos.

HRP (Horseradish peroxidase): Peroxidasa de rabano

Hsp (Heat shock protein): proteina de choque térmico

Hsp70: Proteina de choque térmico de 70 KDa

Hsp90: Proteina de choque térmico de 90 KDa

I: Inmune

ID1(Inhibitor domain 1): dominio inhibidor de c-Fos

IEG (Immediate early gene). Gen de respuesta temprana

IkappaB (Inhibitory pe Kappa B): Proteina inhibitoria de NF-KappaB

IKK (lkappaB kinase): Proteina quinasa lkappaB

IlgG: Inmunoglobulina de tipo G



IF1 (Indirect immunofluorescence ): Inmunofluorescencia indirecta

INFy: Interferon-y

INPUT: Contenido total de proteinas en el lisado celular sin inmunoprecipitar
IL-1: Interleuquina 1

IL-6: Interleuquina 6

IL-8: Interleuquina 8

INMs (Inmunophilins): Inmunofilinas

IPTG: Isopropil-B-D-tio-galactésido

JNK (c-Jun N-terminal kinase): Quinasa N-terminal de c-Jun

kDa: Kilodalton

KO (Knock out)

LB: Luria-Bertani

Luc: Enzima Luciferasa

MAF: protooncogén proveniente del Fibrosarcoma aviar Musculo-Aponeurotico
MAPK (Mitogen-activated protein kinase): Quinasa activada por mitbgenos
MEC: Matriz extracelular

min: Minutos

MMPs (Matrix metalloproteinases). Metaloproteasas de la matriz
MMP-2:Metaloproteasa de la matriz 2

MMP-9: Metaloproteasa de la matriz 9

MR (Mineralocorticoid receptor). Receptor de mineralocorticoides

MT-MMPs (Membrane-type MMPs): Metaloproteasas de la matriz asociadas a la
membrana

MTOR (Mammalian target of rapamycin): Quinasa sensible a la rapamicina

MTT: Metil tiazol tetrazolio

NAC: N-acetilcisteina

NFAT (Nuclear factor of activated T-cells): Factor nuclear de linfocitos T activados
NF-kappaB (Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells): Factor
nuclear kappa B

Neo: Neomicina

NI: No inmune

NIH (National Institutes of Health): Instituto Nacional de la salud

NPC (Nuclear pore complex). Complejo del poro nuclear

NT: No transfectado

Nup62 (Nucleoporin p62): Nucleoporina 62

ONPG: Orto-nitrofenilgalactopiranosido

P4 (Progesterone): Progesterona

PBD (Protein Data Bank): Base de datos de proteinas

PBS: Tampén fosfato salino

PDGF (Platelet-derived growth factor): Factor de crecimiento derivado de plaquetas



PEI: Polietilenimina

PEST: dominios desestabilizadores de la proteina c-Fos

PFA: Paraformaldehido

PHLPP (Pleckstrin homology domain leucine-rich repeat protein phosphatase):
Fosfatasa de proteina repetida del dominio PH rico en leucina

PKC (Protein kinase C): Proteina quinasa C

PI3K (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase): fosfoinositol 3-quinasa
PMA: Forbol-12-miristato-13-acetato

Poly-dIdC: sal sddica del acido poli (deoxiinosinico-deoxicitidilico)

PPI (Protein phosphatase 1): proteina fosfatasa 1

PP2A (Protein phosphatase 2A): proteina fosfatasa 2A

PP5 (Protein phosphatase 5): Proteina fosfatasa 5

PPlasa: Peptidil-prolil cis-trans isomerasa

PR (Progesterone receptor): Receptor de progesterona

PRDX6 (Peroxiredoxin-6): peroxiredoxina-6

S: Segundos

SDS (Sodium dodecyl sulfate): Duodecil sulfato de sodio

SDS-PAGE (SDS-polyacrylamide gel electrophoresis)

SIE (c-sis-inducible element): Elemento inducible por c-Sis

SFB: Suero fetal bovino

SOB: Cultivo super 6ptimo

SOC: Cultivo superdptimo con glucosa

SRE (Serum response element): Elemento de respuesta a suero
STATSs: proteinas transductores y activadores de las sefiales de transcripcion
RE: Receptor de esteroides

RSK (Ribosomal s6 kinase): Quinasas ribosomales S6

TA: Temperatura ambiente

TAD (Transactivation domain): Dominio de transactivacion

TBOOH: Terbutil-hidroperéxido

TBS: Tampédn Tris salino

TCF (Ternary complex factor). Complejo ternario de factores

TDT: Desoxinucleotidil transferasa terminal

TFII (Transcription factor Il): Factor de transcripcion |l

TIMPs (Tissue inhibitors of metalloproteinases): Inhibidores tisulares de
metaloproteasas de la matriz

TNF-a: Factor de necrosis tumoral a

TPA: Acetato de tetradecanoilforbol

TPR (Tetratricopeptide repeats): Repeticiones de tetraticopétido

URL: Unidades arbitrarias de luciferasa

UTR (Untranslated region): Region no traducible

UV: Radiacion ultravioleta

V: Voltaje

WB (Western Blot): Electrotransferencia e inmuno deteccion de proteinas
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1. Inmunofilinas

1.1. Definicidn y clasificacidon de las inmunofilinas

Se denominan inmunofilinas (INMs) a un grupo de proteinas endogenas que
presentan un dominio con actividad peptidil-prolil cis-trans isomerasa (PPlasa); la
mayoria de las cuales unen drogas inmunosupresoras (Galat, 1993) (Figura 1). En
funcién del ligando inmunosupresor que unan, las INMs se clasifican en diferentes
subfamilias: aquellas INMs que unen al uncadecapéptido ciclico ciclosporina A
(CsA), se denominan ciclofilinas (CyPs, segun sus siglas en inglés cyclophilines).
Mientras que las que tienen la facultad de unirse al macrolido ciclico tacrolimus
(FK506) reciben el nombre de proteinas de union a FK506 (FKBPs, segun sus
siglas en inglés FK506 Binding Proteins). Muchos miembros de la subfamilia de
FKBPs pueden unirse también a la droga sirolimus (o rapamicina). Existe una
tercera subfamilia de INMs conocidas como las parvulinas. Las parvulinas muestran
cierta homologia con el dominio PPlasa del resto de las INMs, pero no son capaces
de unir drogas inmunosupresoras.

Las INMs de bajo peso molecular como ciclofilina A y FKBP12 (12-kDa) al unirse
a la droga inmunosupresora participan en procesos de inmunosupresion, no asi las
parvulinas. Los complejos de ciclofilina A*CsA y FKBP12:FK506 favorecen la
inhibicion de la subunidad catalitica de la calcineurina (o fosfatasa PP2B
dependiente de calcio/calmodulina), y en consecuencia, bloquean la activacion de la
via del factor nuclear de linfocitos T activados (NFAT). La activacion de NFAT es un
requisito necesario para la produccién de interferén-y (INF y) e interleuquinas (Rao,
1997). De forma similar, el complejo FKBP12+rapamicina inhibe a la quinasa mTOR,
y por consiguiente, interfiere con la sefalizacion de linfocitos T activada por
citoquinas (Sabers, 1995).

En el caso de las INMs de alto peso molecular, su funcion biolégica no ha sido

del todo dilucidada y aun continua siendo materia de estudio. Como ocurre con la
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mayoria de los miembros de la familia, estas INMs unen a las drogas
inmunosupresoras, que inhiben su actividad PPlasa, pero no desencadenan
procesos de inmunosupresion. Varias de estas INMs son chaperonas y se
encuentran asociadas a los receptores de esteroides (RE) u otros factores de

transcripcion (FTs).

CICLOFILINAS PROTEINAS DE UNION A FK506

FK506 @

|
Rapamicina

PARVULINAS
*

(lunglorne)

Figura 1. Subfamilias de Inmunofilinas y sus respectivos inhibidores
CsA, FK506 y rapamicina son comunmente usados como agentes inmunosupresores. El compuesto junglone se muestra

entre paréntesis para indicar que se trata de un inhibidor no especifico de las parvulinas. Figura adaptada de Hanes, 2013.

1.2. Actividad peptidil-prolil cis-trans isomerasa de las

inmunofilinas

Descubiertas en 1984 por Fisher y colaboradores, las proteinas PPlasas se
definen como enzimas que catalizan la isomerizacion cis-trans en uniones
peptidicas que anteceden al aminoacido prolina (X-Pro) (Figura 2).

Las uniones peptidicas presentan un caracter parcial de doble enlace que impide
la libre rotacion del enlace que une el atomo de carbono (C) del grupo carboxilo y el

atomo de nitrégeno (N) del grupo amina. Esta rigidez del doble enlace limita las
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posibilidades conformacionales de los péptidos. Existen dos configuraciones

posibles:
® Configuracién cis: los dos atomos de Ca se situan del mismo lado del
doble enlace
® Configuracién trans: los dos atomos de Ca se disponen a distinto lado

del doble enlace.

Por lo general, la configuracion trans esta favorecida energéticamente en la
mayoria de los grupos péptidos pues presenta menores restricciones estéricas que
la conformacién cis. Estos impedimentos estéricos se reducen en enlaces
peptidicos que contienen residuos de prolina. Aproximadamente el 10 % de los
residuos de prolina en las proteinas nativas van precedidos por un enlace peptidico

en cis.

cis

PROTEINAS
PPIASAS
i

Figura 2. Interconversion trans <=> cis de una unién peptidica mediada por proteinas con actividad peptidil-prolil
cis-trans isomerasa
Representacion de las conformaciones trans/ cis de una unién peptidica que precede al aminoacido prolina y su

interconversion catalizada por proteinas PPlasas. Figura adaptada de Hanes, 2013.

La energia de activacion requerida para la conversién de la conformacion cis a
trans, o viceversa, es elevada (cercana 80 kJ/mol). En efecto, la isomerizacién
espontanea de los enlaces peptidicos es una reaccién lenta con constantes de

tiempo que oscilan en el rango de 10-100 s a 25°C. Por accion de las enzimas
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PPlasas, la isomerizacién de enlaces peptidicos puede acelerarse en un factor de
103- 108, de forma ATP independiente (Radzicka, 1996; Sanberg, 2008).

Las tres subfamilias de proteinas PPlasas (ciclofilinas, FKBPs y parvulinas),
conservadas en todos los organismos vivos, presentan dominios cataliticos
estructuralmente caracteristicos y especificidad de sustrato (Figura 3). Sobre las
bases de la especificidad del sustrato, las parvulinas tienen preferencia por enlaces
peptidicos con motivos fosforilados, que precedan a una prolina (pSer-Pro o

pThr-Pro) (Yaffre, 2008).

[
- e -
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Figura 3. Dominios estructurales de inmunofilinas pertenecientes a las subfamilias de las proteinas de union a FK506
(FKBPs) y ciclofilinas (CyP)

A diferencia de las INMs de alto peso molecular, FKBP12 y CyPA,, contienen el dominio PPlasa y son incapaces de
interaccionar con Hsp90, pues carecen de las repeticiones del dominio TPR. El dominio simil-PPlasa preserva la estructura del

dominio PPlasa pero carece de actividad peptidil-prolil cis-trans isomerasa. Figura adaptada de Mazaira, 2016.

En celulas eucariotas, las proteinas PPlasas controlan la transcripcion génica en
multiples niveles (Figura 4). La regulacion puede empezar a nivel de la superficie
celular mediante el clivaje de FTs asociados a la membrana. En el citoplasma, las

proteinas PPlasas tienen la facultad de ejercer control sobre la estabilidad,
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degradacion y/o translocacion nuclear de FTs. Asimismo, pueden funcionar como
co-chaperonas formando complejos con RE, modulando la

u nion del ligando y la importacion nuclear. Ya en el nucleo, las proteinas
PPlasas intervienen en la union al ADN y la actividad transcripcional de FTs. Mas
aun, las enzimas PPlasas regulan la actividad de la ARN polimerasa I, mediante el
reclutamiento de co-factores necesarios para el procesamiento co-transcripcional
del ARN. Finalmente, estas isomerasas son capaces de alterar la estructura de la
cromatina por medio de distintos mecanismos que incluyen a remodeladores de la
cromatina y enzimas modificadoras de las histonas (Horowitz, 2002; Steger, 2002;

Galigniana, 2010; Liou, 2011; Erlejman, 2014).

Degradacion
dependiente :
de ubiquitina

Figura 4. Resumen de las funciones de las proteinas con actividad peptidil-prolil cis-trans isomerasa en el control de

la transcripcion de células eucariotas
Los mecanismos de regulacién de las proteinas PPlasas incluyen modulaciéon de la estabilidad, importacién nuclear y
retencion de los FTs, unién al ligando, activacion de RE, reclutamiento de co-represores, modificacion de las colas de las

histonas e isomerizacion de la cola CTD de la ARN polimerasa. Figura adaptada de Hanes, 2014.
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1.3. FK506 Binding Proteins: FKBP de 51 kDa (FKBP51) y FKBP de

52 kDa (FKBP52)

Han transcurrido mas de 30 afios desde que FKBP51 y FKBP52 fueron
descubiertas como componentes del heterocomplejo de RE (Sanchez, 1990; Smith,
1990). Desde entonces, las funciones de ambas FKBPs han sido ampliamente
estudiada aportando nuevos conocimientos sobre la sefalizacion de FTs,
particularmente de RE (como el receptor de glucocorticoides -GR-, el de
progesterona -PR- y el de andrégenos -AR-). También, se ha profundizado sobre la
participacion de las FKBPs en patologias relacionadas al sistema enddécrino, entre
las cuales se incluye: el cancer de mama, el cancer de prostata, la reproduccion, el
estrés y las enfermedades metabdlicas (Ward, 1999; Galigniana, 2001; Li, 2002;
Binder, 2004; Cheung, 2005; Cao, 2011).

Si bien ambas FKBPs presentan 60 % de homologia y 75% de similitud en sus
secuencias, usualmente muestran funciones antagodnicas en los tejidos en donde se
expresan. De forma tal que, si una INM estimula un proceso, la otra la inhibe. Por
ejemplo, se ha observado que FKBP51 y FKBP52 compiten por la union al complejo
de RE; dada la sobreexpresion de FKBP51, disminuye la regulacién del receptor

mediada por FKBP52 (Mangelsdorf, 1995).

1.3.1. Estructuras de FKBP51 y FKBP52

Como se muestra la figura 5, FKBP51 y FKBP52 cuentan con tres dominios
principales: dos dominios FK1 y FK2, que guardan similitud estructural con el
dominio unico de FBKP12, y un dominio de repeticiones de tetraticopétidos (TPR,
segun sus siglas en inglés tetraticopeptide repeats) (Sinars, 2013).

El dominio FK1 cuenta con actividad PPlasa y es el sitio de union de FK506.

Tanto FKBP51 como FKBP52 presentan residuos criticos conservados para la
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actividad PPlasa, y exhiben propiedades enzimaticas similares sobre péptidos
pequefios (Pirkl, 2001). No obstante, ambas FKBPs se comportan en forma
antagonica al interaccionar con sustratos peptidicos grandes. Se cree que esta
divergencia funcional responde a diferencias de secuencia en el bucle rico de
prolinas suspendido sobre el bolsillo catalitico de FK1. En efecto, se ha determinado
que mutaciones de dos sitios puntuales del bucle rico de prolinas de FKBP51
(A116V and L119P) promueven una actividad enzimatica similar de FKBP52 sobre
el AR (Riggs, 2007). Mas aun, quimeras del dominio PPlasa de ambas FKBPs
presentan roles bioldgicos entrecruzados (Wochnik, 2005).

Por su parte, el dominio FK2 continua siendo enigmatico. Si bien el dominio FK2
es estructuralmente parecido a FK1, carece de actividad PPlasa y no une FK506.
Se ha reportado que la delecion de tres aminoacidos del dominio FK2 de FKBP51
(D195, H196 y D197) no interrumpe la union a la chaperona molecular Hsp de 90
kDa (Hsp90, por sus siglas en inglés 90 kDa heat shock protein), pero si interfiere
con el ensamblado del complejo de PR, sugiriendo una interaccién entre FK2 y PR
(Sinars, 2003).

Entre los dominios FK1 y FK2 de ambas FKBPs se dispone una secuencia corta
de unidn de alrededor de 7 a 9 aminoacidos. En FKBP52, ese lazo de union cuenta
con una secuencia fosforilable por la caseina quinasa 2 (CK2), secuencia TEEED;
dicho motivo se encuentra ausente en FKBP51. Asimismo, se ha reportado que la
fosforilacién del residuo T143 de la secuencia TEEED disminuye la unién a Hsp90
inhibiendo la regulacién de FKBP52 sobre RE (Miyata, 1997). Sin embargo, este
resultado no ha podido ser verificado in vitro, tras comparar la afinidad de unién
entre Hsp90 y una mutante fosfomimética FKBP52-T143E, (Cox, 2007).

Finalmente, el dominio TPR esta constituido por secuencias en tandem de 34
aminoacidos organizadas en a-hélices antiparalelas. Este dominio confiere a las
FKBPs la capacidad de interaccionar con otras proteinas, entre las que se incluye
Hsp90, mediante el motivo EEVD dispuesto en el extremo C-terminal de la

chaperona molecular (Goebl, 1991).
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Regiones ricas en prolina

Figura 5. Estructuras cristalograficas de FKBP51 y
FKBP52

La estructura tridimensional de FKBP51 humana (PDB:
1KTO) y la composicién de 2 estructuras parciales de
FKBP52 humana (PDB:1Q1C y PDB:1P5Q) se
muestran en formato de hélices coloreadas. Los
dominios FK1 y FK2 se colorean en azul con excepcion
de las regiones ricas en prolina que aparecen de color
marrén. El extremo C-terminal, que contiene las
repeticiones del dominio TPR, se representan en color

marrén. Figura adaptada de Storer, 2003.

FKBP52 FKBP51

1.3.2. Funciones de FKBP51 y FKBP52

Se denominan chaperonas moleculares a aquellas proteinas cuya funcion es
preservar las propiedades de sus proteinas clientes, mediante su correcto
plegamiento. Las chaperonas acompafan a otras proteinas estabilizando las formas
inestables, facilitando el ensamblado, la correcta unién de oligobmeros, su transporte
a otro compartimiento celular o la disposicion para su degradacion. En este marco,
se ha demostrado que FKBP52 posee actividad chaperona in vitro. Esta INM es
capaz de interaccionar con proteinas mal plegadas y mantenerlas en un estado no
agregado susceptible a replegarse (Bose, 1996; Pirkl, 2001). A nivel celular, aun se
desconoce si la actividad de chaperona de FKBP52 constituye un mecanismo per se
de sus acciones moduladoras.

Mas aun, FKBP51 y FKBP52 actuan como co-chaperonas. Forman
heterocomplejos con las chaperonas de choque térmico (Hsp90 y Hsp de 70 kDa -
Hsp70, por sus siglas en inglés 70 kDa heat shock protein-) y regulan en su conjunto,
multiples proteinas clientes: FTs (como RE, HIF1, p53 y NF-kappaB), enzimas y
proteinas estructurales. De este modo, estos complejos interviene en numerosos

procesos fisiologicos y patolégicos que involucra la senalizacion de RE, la
19



reproduccion, el cancer, entre otros. A continuacion se describe la participaciéon de

las FKBPs en algunos de estos procesos:

A) Senalizacion de receptores esteroides

La primera caracterizacion funcional de FKBP51 y FKBP52 tuvo lugar mediante
la descripcion de las funciones de ambas INMs a nivel de la maduracion, la union a
hormonas esteroideas y la translocacion nuclear de RE.

En ausencia de ligando, algunos miembros de la familia de RE residen
principalmente en el citoplasma y otros, son constitutivamente nucleares. Mas alla
de la distribucion subcelular primaria, estos receptores oscilan continuamente entre
el citoplasma y el nucleo (Galigniana, 2010).

Existen evidencias que sostienen que todos los RE existen como
heterocomplejos oligoméricos formados principalmente por las chaperonas Hsp90,
Hsp70, la co-chaperona p23 y proteinas que poseen el dominio TPR, tales como las
INMs de alto peso molecular (Pratt, 1992; Pratt, 1997; Kost, 1989; Smith, 1990).

Durante mas de una década, la activacion de RE fue explicada mediante el
conocido modelo clasico de translocacion nuclear (Figura 6, panel superior). Este
modelo sostiene que, al unirse la hormona al receptor, el heterocomplejo de
Hsp90+RE se disocia inmediatamente (transformacion). En consecuencia, se
postula que la transformacion favorecia la liberacion del receptor de sus sitios de
anclaje citoplasmaticos y la translocacién nuclear de RE mediante el proceso de
difusién. Una vez en el nucleo, el receptor regularia la transcripcion de sus genes
blancos (Dahmer, 1984). Estudios posteriores sefialaron que el heterocomplejo
Hsp90+-RE*INM interacciona con el complejo motor dineina/dinactina. En sentido,
FKBP52, CyP40 y PP5 son INMs redundantes en su capacidad para interactuar con
el complejo dineina/dinactina, no asi FKBP51 (Galigniana, 2001; Galigniana 2010).
Mas aun, se observd que Hsp90 es parte del heterocomplejo cuando el receptor de

mineralocorticoides (MR) es nuclear. En efecto, si se entrecruzan quimicamente los
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miembros del complejo Hsp90-GR o HSP90*MR en células permeabilizadas con
digitonina, éstos translocan juntos a través del poro nuclear. A esto se suma la
evidencia de que el complejo de chaperonas interacciona con glicoproteinas
integrales del poro nuclear (Nup62 y B-importina) (Echeverria, 2009; Galigniana,

2010).

Figura 6. Mecanismo molecular de accion del receptor de glucocorticoides

De acuerdo al modelo clasico (panel superior), el heterocomplejo de Hsp90 se disocia tras la unién a la hormona. Esto permite
un cambio conformacional del receptor que expone la sefial de localizaciéon nuclear (coloreada en rosa). Luego de la difusion
del receptor a través del citoplasma, éste transloca al nucleo en donde tiene lugar la regulacion transcripcional. Por el contrario,
el modelo moderno (panel inferior) sugiere que la unién de la hormona al heterocomplejo (GR*Hsp90) favorece el intercambio
de FKBP51 por FKBP52, y la interaccién con el complejo motor de dineina a través de esta ultima INM incorporada. En
consecuencia, el heterocomplejo GR*Hsp90<FKBP52 se transporta activamente por la red de microtubulos hacia al nucleo
atravesando el complejo del poro nuclear (NPC). La transformacién ocurre en el nucleo. Tanto FKBP51 y FKBP52 regulan la
actividad transcripcional de GR. Uno de los genes regulados por GR es fkbp5. Este gen codifica para FKBP51, la cual

promueve el bucle inhibitorio sobre la acciéon de GR. Figura adaptada de Mazaira, 2016.
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El conjunto de hallazgos experimentales mencionados previamente, permitieron
introducir importantes cambios en el modelo clasico (Figura 6, panel inferior). En
ese contexto, se postulé que la union de la hormona al complejo Hsp90-RE
promueve el intercambio de FKBP51 por FKBP52. Esta ultima INM, capaz de
reclutar al complejo motor dineina/dinactina, favoreceria el transporte activo del
heterocomplejo a lo largo de los microtubulos y su translocacion nuclear. Una vez
en el nucleo, ocurriria la transformacion y la dimerizarcion del receptor, previo a la
regulacion de la transcripcién de sus genes blancos. Vinculado al concepto de
modelo alternativo de translocacion nuclear de RE, se ha demostrado que FKBP51
y FKBP52 modulan la actividad transcripcional de RE. FKBP52 constituye un
regulador positivo de la actividad transcripcional de GR (Mangelsdorf, 1995), PR
(Evans, 1988) y AR (Cheung, 2005) mientras que, FKBP51 regula negativamente la
actividad de varios RE (Galigniana, 2001; Harrel, 2004).

B) Participacion de FKBPs en la reproduccién

Mediante el estudio de lineas de ratones deficientes de FKBP52 (52KO), fue
posible determinar el rol de FKBP52 en el area de reproduccién. Se observd que
ratones machos 52KO presentaban un fenotipo comparable a un cuadro de
insensibilidad parcial a androgenos (malformacién de préstatas y vesiculas
seminales), ambiguedad genital (hipospadia) y retencion de pezones en el adulto
(Cheung, 2005; Yong, 2007). A pesar de la insensibilidad a andrdégenos, los
testiculos de los ratones 52KO se desarrollaron normalmente. A nivel del epididimo,
se han detectado anomalias en el numero, en la morfologia y una movilidad
reducida de los espermatozoides (Hong, 2007). Se especula que FKBP52
interacciona con el complejo motor de dineina y que esto, contribuiria al movimiento

del flagelo de los espermatozoides.
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Por su parte, los ratones hembras 52KO son morfolégicamente normales.
Presentan una ovulacion y fertilizacion normal, pero son infértiles. La infertilidad es
el resultado de una implantacion embrionaria deficiente, y/o falla en la
decidualizacién, provocada por la insensibilidad a progesterona y/o a defectos
uterinos (Tranguch, 2005; Yang, 2006). La resistencia a la progesterona observada
en los ratones 52KO resulta en un incremento en la proliferacion celular, inflamacién
y angiogénesis conllevando a lesiones endométricas (Hirota, 2008). En este sentido,
se ha observado que mujeres con endometriosis presentan una expresion reducida
de FKBP52.

Alteraciones en la implantacion pueden responder a un incremento del estrés
oxidativo uterino. En ese sentido, efectuando un analisis protedmico se encontrd
que los niveles uterinos de la peroxiredoxina-6 (PRDX6), una enzima antioxidante,
estan significativamente disminuidos en los ratones 52KO. Bajos niveles de PRDX6
y altos valores de estrés oxidativo se correlacionaron con fallas en la implantacién,
que persisten aun con el suplemento de progesterona. Dichas alteraciones en la
implantacion pudieron ser atenuadas mediante el tratamiento con antioxidantes
a-tocoferol y N-acetilcisteina (NAC) (Hirota, 2010).

Ademas de las fallas en la implantacion, se ha determinado que la expresion
deficiente de FKBP52 estaria relacionada con otros transtornos utero-placentarios.
Cabe mencionar como ejemplos a los abortos recurrentes, la preeclampsia y la
restriccion del crecimiento intrauterino (Acar, 2015).

En el caso de ratones deficientes de FKBP51 (51KO) no se observaron
alteraciones morfologicas. Sin embargo, la pérdida mutua de FKBP51 y FKBP52

(51/52K0O) genera la letalidad embrionaria cuya causa aun no ha sido investigada.

C) Papel de las FKBPs sobre la proliferacién celular y el cancer

En los ultimos afios, FKBP51 ha adquirido gran interés en el estudio del cancer y

el desarrollo de terapias antineoplasicas. Dependiendo del tipo de cancer,
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alteraciones en la expresiéon de FKBP51 generan una modulacién variable sobre el
crecimiento tumoral y el comportamiento neoplasico (Avellino, 2005; Mukaide,
2008).

A diferencia de FKBP51 cuya expresion es regulada hormonalmente, FKBP52
es ubicuamente expresada en todos los tejidos y ligeramente aumentada en
condiciones de estrés celular (Sanchez, 1999).

Poco se conoce del rol de FKBP52 en el cancer. En cancer de mama, se detecté
que la expresion de FKBP52 esta incrementada y el patron de metilacién de su gen
varia en funcion de la dependencia del tumor a la hormona estrégeno. Estas
observaciones sugieren un potencial rol de FKBP52 en la tumorigénesis y/o

progresion del cancer de mama (Ward, 1999; Hong, 2017).

D) Papel de FKBP51 en trastornos psiquiatricos

Dada la percepcion de una situacion estresante, el hipotalamo produce la
hormona liberadora de corticotropina (CRH). La hormona CRH promueve la
liberacion de la hormona adrenocorticotropina (ACTH) desde la pituitaria y en
consecuencia, incrementa los niveles de cortisol procedentes de la glandula adrenal.
El cortisol causa una retroalimentacién negativa a nivel de la hipdfisis y nucleos
paraventriculares, reduciendo la liberacion de ACTH y CRH respectivamente. Los
efectos del cortisol se ejercen, en parte, por la unién de la hormona a GR.

El gen fkbp5, codificante de la proteina FKBP51, es inducido por la unién de GR
a secuencias promotoras e intronicas especificas (GREs por sus siglas en inglés GR
Response Elements). La INM FKBP51 se une al heterocomplejo*GR provocando la
reduccion de afinidad de GR por el cortisol y la translocacién de GR al nucleo.
Mediante este bucle regulatorio, FKBP51 es capaz de regular la actividad del eje
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) que controla la respuesta al estrés y esta

asociado con la susceptibilidad a la depresion (Touma, 2009).
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Esta reportado que el polimorfismo de una sola base en el gen fkbp5 y la
regulacion epigenética alelo-especifica estan relacionadas con el riesgo de
desarrollar trastornos psiquiatricos asociados con el estrés, como la depresion

mayor y el trastorno de estrés post-traumatico (Binder, 2004).

E) FKBPs y tautopatias neurodegenerativas

Investigaciones recientes sefialan que tanto FKBP51 y FKBPS52 regulan la
dinamica de ensamblado de los microtubulos. Los microtubulos se estabilizan por la
unién de la proteina tau en la conformacién cis. Sin embargo, al fosforilarse tau
cambia de conformacion, y por ende, pierde afinidad por los microtubulos,
favoreciendo su despolimerizacion. Los heterocomplejos Hsp90<FKBP son capaces
de unirse a tau en su forma trans fosforilada. Cuando FKBP51 es parte del
heterocomplejo, la INM cataliza la isomerizacién tau a su forma cis, permitiendo que
la fosfatasa PP5 acceda a tau y lo desfosforile. De esta manera, tau queda
nuevamente disponible para unirse y estabilizar microtubulos. Por el contrario,
cuando FKBP52 se une a tau, esta permanece fosforilada, en su forma trans
(Chambraud, 2010; Jinwal, 2010). Existen evidencias de que FKBP52 promueve la
formacién de agregados insolubles (Giustiniani, 2014).

Si bien FKBP52 estd ubicuamente expresado en todos los tejidos, es
particularmente abundante en el sistema nervioso central. Mas aun, FKBP52 esta
involucrado en tautopatias neurodegenerativas que incluyen a la enfermedad de
Alzheimer, a la enfermedad de Pick, la demencia fronto-temporal y el parkirsonismo
asociado al cromosoma 17 (FTDP). Las tautopatias son el resultado de la
hiperfosforilacion de tau que conduce a la formacion de agregados insolubles u

ovillos neurofibrilares dentro de las neuronas (Cao, 2011).
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F) Requlacién de la respuesta inmune mediada por FKBP51

Los factores de transcripcion NFAT y NF-kappaB juegan un papel critico en la
induccion de numerosos genes que codifican para citoquinas en linfocitos T
activados (Shaw, 1988; Weschler, 1988).

Varios estudios indican que FKBP51 participaria en procesos inflamatorios y
enfermedades inmunes, mediante la regulacion de NFAT y NF-kappaB (Li, 2002;
Nakamura, 2006; Jiang, 2008).

2. Factores de transcripcion: NF-kappaB y AP-1

2.1. Factor nuclear kappa B (NF-KappaB)

El factor nuclear kappa B (NF-kappaB) fue descubierto por primera vez en 1986
como una proteina capaz de unirse a la secuencia potenciadora del gen que
codifica para la cadena ligera kappa de inmunoglobulinas en los linfocitos B (Sen R,
1986).

Este factor de transcripcion es activado por una gran variedad de estimulos
incluyendo citoquinas inflamatorias, factores de crecimiento, especies reactivas de
oxigeno (EROs), entre otros. En células no estimuladas, NF-kappaB se encuentra
mayoritariamente en el citoplasma, asociado con una familia de proteinas
inhibitorias llamadas IkappaB. El mecanismo clasico de activacion de NF-kappaB
consiste en la fosforilacion de IkappaB a través de la proteina quinasa |kappaB
(IKK). Una vez fosforilado I|kappaB es blanco de ubiquitinizacién vy
subsecuentemente de degradacion via proteosoma. Esta secuencia de eventos
permite la liberacion de NF-kappaB que transloca al nucleo donde regula la
transcripcion de genes especificos (Beinke, 2004).

Entre las respuestas celulares relacionadas a la activacion de NF-kappaB se

encuentran: la activacion de células del sistema inmune a través de la induccién de
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citoquinas y la regulacibn de numerosos procesos celulares tales como la
proliferacion, la diferenciacion, la apoptosis y la oncogénesis (Karin, 2002).

NF-kappaB esta constituido por proteinas de la familia Rel, capaces de formar
homo o heterodimeros. De todas las proteinas de la familia de NF-kappaB, los
miembros p50 y Rel A (o p65) forman el heterodimero mas ubicuo y abundante en
los distintos tipos celulares de los mamiferos.

Recientemente, hemos demostrado que FKBP51 y FKBP52 afectan Ia
translocacién nuclear de Rel A y la actividad transcripcional de NF-kappaB. En ese
contexto, observamos que FKBP51 retrasa la translocacion nuclear de RelA,
ocasionando un efecto inhibitorio sobre la actividad transcripcional. Este efecto
estaria relacionado a su incapacidad de interactuar con el complejo motor
dineina/dinactina. Por el otro lado, FKBP52 prolonga la retencion nuclear de RelA 'y
produce un marcado efecto estimulatorio sobre la actividad transcripcional de
NF-kappaB (Erlejman, 2014) (Figura 7).

Mas alla de las caracteristicas comunes, existen claras diferencias en el efecto
regulador de las FKBPs sobre los factores nucleares RE y NF-kappaB. En contraste
con RE, los efectos de las FKBPs sobre NF-kappaB son independiente de Hsp90.
Cabe mencionar que mutantes puntuales del dominio TPR de las FKBPs no se unen
a Hsp90 y promueven efectos similares a las INMs salvajes sobre NF-kappaB. Esta
independencia funcional de Hsp90 constituye un mecanismo novedoso de la
regulacion de RE, donde la activacién dependiente del ligando y la actividad
transcripcional si son dependientes de Hsp90 (Erlejman; 2014). No obstante, se ha
observado que la chaperona Hsp90 interviene en la via de activacion de NF-kappaB
formando complejos con FKBP51 y IKK. Si bien hoy en dia se desconoce la funcion
de este heterocomplejo, se cree que esta asociado al ensamblado de Cdc37, el
principal factor de los complejos de IKK maduros (Hinz, 2007).

Otro rasgo a destacar es la importancia funcional de la actividad PPlasa de las

FKBPs. La actividad PPlasa de FKBP52 resulta ser condicion indispensable para la
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modulacion positiva de NF-kappaB, no asi para FKBP51 que no requiere de dicha

actividad enzimatica para su accion inhibitoria (Erlejman, 2014).
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Figura 7. Regulacion de la accién biolégica de NF-kappaB por FKBPs

En su estado inactivo, el dimero p50<RelA esta asociado a su inhibidor lkappaB, FKBP51 y Hsp70. Dado el estimulo, IKK
fosforila a IkappaB y lo disocia del complejo, favoreciendo el intercambio de FKBP51 por FKBP52. En consecuencia, lkappaB
se degrada via proteosoma y el dimero p50+RelA transloca al nucleo. Ambas FKBPs regulan la actividad transcripcional de

NF-kappaB y compiten entre si, donde FKBP51 inhibe y FKBP52 activa. Figura adaptada de Erlejman, 2014.

2.2. Proteina activadora (AP-1)

La familia de FTs de la proteina activadora 1 (AP-1, segun su siglas en inglés
Activating Protein 1) fue descripta por primera vez cuando se aislé un complejo
proteico que se unia especificamente a secuencias de ADN de ciertos promotores,
como el del gen de la metalotioneina humana lla o los elementos activadores del
virus “simian virus 40" (Angel, 1987; Lee, 1987). Dado que la actividad

transcripcional de estos genes se induce en respuesta al éster de forbol acetato de
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tetradecanoilforbol (TPA), el complejo AP-1 fue relacionado, al principio, con
secuencias denominadas elementos TRE (TRE, segun su siglas en inglés TPA
Response Element). Tiempo después, se identificaron los componentes que
formaban parte del complejo AP-1 (c-Fos y c-Jun) mediante cromatografia de

afinidad con oligonucléotidos de la secuencia TRE (Perkins,1988).

TRE: TGACTCA  MAREL TGCTGACTCAGCA
MIEMBROS DE LA FAMILIA DE AP.1 ACTGAGT ACGACTGAGTCGT
ATF JUN MAF
c-FOS ATF-2 c-JUN c-MAF
FOSB ATF-3 JUNB MAFA
FRA-1 ATF-4 JUND MAFB
FRA-2 ATF-5 MAFF CRE: TGACGTCA  MARE Il
ATF-6 MAFG ACTGCAGT
ATF-6B MAFK
ATF-7
BATF FRA-2
BATF-2 D FOS
BATF-3 FOSB
JOP2 FRA-1
ATF-3
JOP2
|_|: BATF TRE>CRE
s BATF-3 TRE>CRE
—: ATF-4 CRE
ATF-5 CRE>ARE
Fos N s
b——— ATF-68 CRE
ATF 1 D :71 ATF-2 CRE>TRE
— ATF-7 CRE>TRE
JUN 1 & 33 JUNB TRE>CRE
— JUND TRE>CRE
WE 3 &0 i c-JUN TRE>CRE
— MAF MARE 1N
bZIP Domain MAFA MARE 111
o 7 - MAFB MARE N
Dominio basico de union al ADN MAFF MARE It
o " . - " . o MAEG MARE N1
£ Motivo hidrofdbico de dimerizacion
- MAFK MARE 41

Figura 8. Miembros de la familia del factor de transcripcién AP-1

A. Tabla donde figuran los diferentes factores de transcripcion de AP-1 de los subgrupos FOS, ATF, JUN Y MAF.

B. Secuencias de unién al ADN que los factores de AP-1 reconocen y a los cuales se unen. El elemento TRE es el mas
comun; sin embargo dependiendo de la configuracién del dimero, AP-1 puede unirse a otros elementos como CRE, MARE |y
MARE II.

C. Representacion esquematica de la estructura proteica de los factores AP-1 Esta familia comparte dos regiones comunes: el
motivo basico de unién al ADN y el motivo de cremallera de leucinas, juntos forman el dominio bZIP.

D.Arbol filogenético del factor de transcripcion de AP-1 y sus secuencias de unién al ADN. Las secuencias de
aminoacidos fueron alineadas con ClustalW y Bioedit 7.0.8.0. El arbol de maxima probabilidad fue calculado con MEGA
7.0.2.1 aplicando parametros obtenidos de Modeltest.

Figura adaptada de Alonso, 2018.
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Hoy en dia, AP-1 hace referencia a un complejo dimérico compuesto por 4

subfamilias de proteinas: Fos (c-Fos, Fosb, Fra -1 o FOSL-1 y Fra-2 o FOSL-2),
Jun (c-Jun, JunB y JunD), MAF (c-Maf, MafB, MafA, (MafG/F/K y NRL) y ATF

(ATF1, ATF2, ATF3, ATF4, ATF6, ATF6B, ATF7, BATF, BATF-2, BATF-3 y JCP2).
Los criterios de clasificacion actuales se basan en las diferentes propiedades de
union al ADN y de dimerizacion de las cuatro subfamilias (Shaulian, 2002; Eferl,

2003) (Figura 8).

Un requisito indispensable para que las proteinas AP-1 se unan a sus
secuencias consensos en el ADN es la dimerizacién de los FTs. Mientras que las
proteinas de la subfamilia Jun pueden formar homo u heterodimeros con proteinas
de la subfamilia Fos, éstas ultimas solo son capaces de heterodimerizar con
miembros de la familia AP-1. Dependiendo de como se combinen entre si, la
estabilidad del complejo dimérico varia como asi también la secuencia de ADN
blanco que no necesariamente corresponde a la tradicional secuencia TRE (Angel,

1991).

2.2.1. Caracteristicas estructurales de AP-1

La proteina c-Fos presenta dos dominios funcionales: el dominio basico de
cierre de leucinas b-ZIP (region basica de unién al ADN y un motivo hidrofébico
responsable de la dimerizacion) y el dominio de transactivacién (necesario para
la activacion transcripcional de genes dianas).

Cabe destacar que el dominio b-ZIP constituye la caracteristica comun de los
factores de transcripcion de la familia de AP-1 (Glover, 1995). Este dominio

presenta un motivo de dimerizacion denominado cremallera de leucinas que
consiste en dos a-hélices. Cada una de ellas consta de repeticiones de residuos de

leucina cada 7 aminoacidos, dando en su conjunto una banda hidrofobica rica en
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leucinas en la cara interna de la hélice, y de aminoacidos cargados (principalmente
acido glutamico, glutamina, lisina y arginina) en la cara externa (Rasmussen, 1991;

Vinson, 2002).

2.2.2. Regulacién de la via de activacion de AP-1

La regulacion de AP-1 ocurre, principalmente, a nivel de la transcripcion y de las
modificaciones postraduccionales (fosforilacion/desfosforilacién) de los miembros
de la familia de AP-1.

A nivel transcripcional, la modulacién de la transcripcion de Fos y Jun involucra a
las proteinas quinasas activadas por mitogenos (MAPKs) (Benkoussa, 2002; Bruna,
2003).

Las MAPKs son una familia de protei,nas quinasas cuya funcion y regulacién se
ha conservado durante la evolucion desde organismos unicelulares hasta
organismos mas complejos, como el ser humano (Widmann, 1999; Kyriakis, 2001).
Esta familia de serinas-treoninas quinasas (Ser-Thr quinasas) pueden ser activadas
por un gran numero de estimulos extracelulares, tales como la radiacion ionizante,
EROs, citoquinas, factores de crecimiento, hormonas, entre otros (Cohen, 1997;
Cuenda, 2007).

Las MAPKs constituyen un sistema de amplificacion en cascada. En esta
cascada estan implicadas normalmente tres proteinas homologas, una MAPKKK,
una MAPKK y una MAPK. (Santen, 2002). Las MAPKKKs contienen un dominio
Ser-Thr quinasa C-terminal. Tras un estimulo especifico, la MAPKKK fosforila dos
residuos de Ser o Thr de posiciones conservadas en el dominio de activacion de su
MAPKK diana, la cual es una proteina quinasa de especificidad dual (Ser/Thry Tyr).
La MAPKK activada fosforila ambos residuos de Thr y Tyr de un motivo—Thr-X-Tyr-
conservado, en el dominio de activacion de su proteina MAPK blanco. Paso
siguiente, la MAPK fosforila los residuos Ser/Thr del motivo -Ser/Thr-Pro- de

distintas proteinas sustratos, generando una gama amplia de respuestas bioldgicas
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que incluyen la modificacion de la expresion génica, la regulacion del metabolismo,
cambios en la morfologia celular o en la progresion del ciclo celular (Cohen, 2002)
(Figura 9) .

En organismos multicelulares existen tres subfamilias de MAPKs bien
caracterizadas. Estas subfamilias son las quinasas reguladas por sefiales
extracelulares ERK (ERK1 y ERK2), las quinasas c-Jun NH2-terminal (JNK1, JNK2
y JNK3) y las enzimas p38 (p38], p38U, p38U y p38j). Otras MAPKs, ERK5 y ERK?7,

han sido identificadas aunque poco se conoce de ellas (Johnson, 2002).

Factores de crecimiento, Estrés, GPCR, Factores de Estrés, Factores de
mitégenus, GPCR crecimiento, ctioquinas crecimiento, mitégenos,

inflamatorias

Estimulo

A-Raf, B-Raf, c-
MAPKKK Raf, Mos, TP];

MAPK P38 MAPK
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Respuesta PROLIFERACIO'N, INFLAMACION, APQPTOSIS, PROLIFERACION,
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DESARROLLO DIFERENCIACION DESARROLLO

Figura 9. Cascadas de seinalizacion de las quinasas activadas por mitégenos
La sefalizacion de MAPKs se organiza en diferentes cascadas que regulan diferentes funciones celulares y se organizan

jerarquicamente en 3 modulos (MAPKKK/MAPKK/MAPK). Figura adaptada de Cell Signaling Technology, Inc.

La induccion de las vias de las MAPKSs es transitoria. Su retorno al estado basal
depende fundamentalmente de fosfatasas que reconocen la forma fosforilada de la
MAPKy la desfosforilan una vez que la célula ha respondido al estimulo extracelular
o se ha adaptado a las nuevas condiciones (Martin, 2005). Aunado a esto, la
especificidad de cada ruta se modula en varios estratos ya sea por el reclutamiento

de quinasas que intervienen en la ruta mediante proteinas de andamiaje, por
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interacciones especificas entre componente de la misma via o por otros
mecanismos modulados por las propias MAPKs mediante retrofosforilacion (Molina,
2010). Sin embargo, para responder a ciertos estimulos, puede ser necesaria la

comunicacion entre diferentes vias (Fey, 2012).

2.2.3. Funciones de AP-1

La funcion general del complejo AP-1 es la regulacion de la transcripcion de

genes especificos en respuesta a diferentes estimulos, entre los que se incluyen
factores de crecimiento, EROs, citoquinas, neurotrasmisores y radiacion ionizante
(UV) (Angel, 1991).

Dada su capacidad de unirse a promotores de un amplio espectro de genes, los
FTs de la familia AP-1 estan involucrados en numerosos procesos celulares, tales

como proliferacidén, migracion, diferenciacion, supervivencia, apoptosis, respuesta a
estrés y transformacion oncogénica (Eferl, 2003; Vesely, 2009). La contribucién de
AP-1 en estos procesos celulares depende de la abundancia relativa de los
miembros de la familia, la composicion de los dimeros, el tipo celular y el estimulo

(Angel, 1991; Karin, 1995; Karin, 1997).

2.2.4. Participaciéon de AP-1 en diferentes enfermedades humanas

Alteraciones en la expresion de los miembros del complejo de AP-1 tienen una
contribucion significativa en el inicio o progresion de varias enfermedades humanas.
A continuacion, se menciona la participacion de AP-1 en procesos inflamatorios y

patologias de distinta naturaleza:
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A) AP-1 e inflamacién

En el curso de la inflamacion, las células inmunes se activan. Una variedad de
citoquinas y quemoquinas, principalmente reguladas por AP-1 (y otros FTs como
NF-kappaB y NFAT), son reclutadas al sitio de inflamacion. Una activacion
inapropiada del sistema inmune puede resultar en una sobrepoblacion de células
inmunes y en un marcado incremento de componentes inflamatorios (citoquinas
inflamatorias y proteasas) que favorezcan, en su conjunto, la aparicion de
desérdenes inflamatorios (artritis reumatoidea, asma, psoriasis, entre otras).
Curiosamente, los genes que codifican para distintas citoquinas son regulados
cooperativamente por AP-1 y NFAT. De hecho, se cree que AP-1 es un factor
proinflamatorio que modula directamente la expresion de citoquinas tales como el
factor de necrosis tumoral a (TNF-a), la interleuquina 1 (IL-1), la interleuquina 6
(IL-6), el IFNy, el factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos
(GM-CSF) y las metaloproteasas de la matriz (MMPs) (Gutman, 1990;
Sirum-Connolly, 1991; Angel, 1997; Karin, 1997; Angel, 2001).

B) AP-1y cancer

Hay evidencia creciente que sugiere que altos niveles de AP-1 estan asociados
a una variedad de canceres humanos (Eferl, 2003). Numerosos miembros de la
familia AP-1 tales como c-Fos, FosB y c-Jun contienen dominios de transactivacion,
que les confiere la capacidad de inducir la transcripcion de genes especificos y
transformar eficientemente las células en cultivo. Otras proteinas de AP-1 presentan
una baja (Fra1l y Fra2) o nula actividad de transformacion (JunB y JunD). Sin
embargo, todos estos miembros de AP-1 estan activamente involucradas en el
desarrollo y progresion de tumores (Foletta, 1994; Bergers, 1995; Vandel, 1995;
Wolfram, 2001).
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C) AP-1y otras enfermedades humanas

Ademas del rol de AP-1 en cancer, se ha demostrado que alteraciones en la
expresion de AP-1 contribuyen significativamente a la aparicion y/o progresion de
otras enfermedades humanas, que incluyen la hepatitis, fibrosis pulmonar,
ateroclerosis y enfermedad de Parkinson (Eferl, 2008; Muslin, 2008; Yang, 2010;
Wang, 2011).

2.2.5. El factor de transcripcion c-Fos

El gen fos fue descripto, por primera vez, al aislarse el oncogen viral (v-fos) del
osteosarcoma murino Finkel-Biskis-Jinkins (Curran, 1982). Afos después, se

descubrié su variante homdloga (c-fos) en células murinas. Las proteinas Fos

fueron caracterizadas, posteriormente, como FTs y miembros de de la familia de
AP-1 ( Curran, 1984; Sambucetti, 1986; Rauscher, 1988a; Rauscher, 1988b)

El gen humano c-fos se expresa constitutivamente en diferentes tejidos
embrionarios y adultos. Por lo general, en condiciones basales, los niveles de
expresion de c-fos resultan muy bajos o indetectables, con excepcion de ciertos
tejidos que forman el saco vitelino, el amnios y la piel humana (Ferrara, 2003).
También, se ha reportado que c-Fos es abundante en un gran numero de células
tumorales (Yuen, 2001; Mahner, 2013)

Por ser un gen de respuesta temprana (IEG, segun sus siglas en inglés
Immediate early gene), c-fos (al igual que c-jun) muestra una expresion rapida y
transitoria en respuesta a estimulos (intra o extracelulares) en ausencia de sintesis
de proteinas de novo (Herdegen, 1998). Ya sintentizada, la proteina c-Fos es
altamente inestable. Los niveles de c-Fos se acumulan por un corto periodo de
tiempo hasta alcanzar su maximo y luego, decrecen rapidamente por degradacion

proteosémica (Kovacs, 2008).
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2.2.5.1. Caracteristicas estructurales de c-Fos

La proteina c-Fos cuenta con dominios o motivos estructurales y funcionales

caracteristicos (Sutherland, 1992; Acquaviva, 2001). Entre los que se incluye:
a) el dominio bZIP, responsable de la union al ADN y dimerizacion
b) los dominios de activacion de Fos (FAM) actian cooperativamente
entre si y su actividad depende, en parte, de las cajas de homologia HOB

c) el dominio inhibidor (ID1) inhibe a HOB1 ubicado en el extremo

N-terminal

d) los dominios desestabilizadores (PEST) son regiones implicadas en
la degradacion, ricas en aminoacidos prolina, acido glutamico, acido

aspartico, serina y treonina.

2.2.5.2. Regulacion de la actividad de c-Fos

Requlacion de la expresion de c-fos a nivel de la activacion transcripcional

Una gran variedad de estimulos puede inducir al promotor de c-fos. Entre ellos,
multiples factores de crecimiento tales como el factor de crecimiento epidérmico
(EGF), el factor de crecimiento derivado plaquetas (PDGF), el suero, ésteres de
forbol como el TPA o el forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) mediante la activacion
de la via de la proteina quinasa C (PKC), citoquinas, EROs o radiaciones ionizantes
(Janknecht, 1995).

Existen multiples elementos cis que intervienen en la regulacion transcripcional
de c-fos. Entre los que se pueden mencionar a el elemento de respuesta a suero
(SRE), el elemento inducible por c-Sis (SIE), el elemento de respuesta al AMPc

(CRE) y un sitio AP-1/CRE (He, 2009) (Figura 10).
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El elemento SRE esta involucrado en la induccion de c-fos en respuesta a
ésteres de forbol, factores de crecimiento (EGF, PDGF e insulina) y radiaciéon UV de
manera dependiente e independiente de PKC.

En el elemento SIE se unen tanto los miembros de la familia de transductores y
activadores de las sefales de transcripcion (STATs), como el factor de transcripcidn
Il (TFII) (Yang, 2003).

El sitio CRE es reconocido principalmente por la proteina CREB activada via
PKA o de CaM quinasa en respuesta a cambios en el calcio intracelular
(Gonzalez,1989; Bito, 1996).

Finalmente, el sitio AP-1 une tantos heterodimeros de AP-1 como también

factores de transcripcion CREB/ATF2.

CRE

SIE
SRE  AP1/CRE TATA

Figura 10. Esquema del promotor de c-fos
Representacion de los distintos elementos de union a factores de transcripcion del promotor de c-fos y la ubicacion de los

mismos de 5°a 3": el elemento SIE, un elemento SRE, un elemento AP-1/CRE y el elemento CRE.

Modificaciones postraduccionales de c-Fos

® Modificaciones postraduccionales de c-Fos: Fosforilacion

Una de las modificaciones postraduccionales mas comunes, que afecta la

actividad y vida media de c-Fos, es la fosforilacion.

En funcidn del tipo de estimulo, c-Fos puede ser fosforilado secuencialmente en
distintos residuos por diversas quinasas: MAPKs y las quinasas relacionadas a
c-Fos (FRKs).
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Dentro de las MAPKs, mencionamos a ERK1/2, JNKs, p38, ERK7, ERKS.
Mientras que dentro de la familia de las quinasas FRKs, resaltamos a PKA, PKC y
Cdc2 (Abate, 1991; Monje, 2003; Terasawa, 2003; Tanos, 2005).

Dado un estimulo mitogénico, se postula que ERK y/o RSK translocan al nucleo
y fosforilan a c-Fos. Como consecuencia de la accidon de estas quinasas, ERK 1/2
se une a c-Fos en un sitio especifico denominado DEF y favorece fosforilaciones
posteriores en el extremo C-terminal. Subsecuentemente, esta secuencia de
eventos resulta en cambios en la localizacion nuclear, tasa de union a secuencias

de ADN dianas y actividad transcripcional de AP-1 (Murphy, 2002).

Requlacion de la actividad AP-1 por interacciones proteina- proteina

La importancia de las interacciones proteina-proteina en la regulacién de la
actividad de AP-1 queda demostrada con la participacion de c-Fos en distintos
complejos diméricos que incluyen: 1) miembros de la familia AP-1, 2) FTs con
dominios bZip (Nrf-1, Nrf-2), 3) FTs sin dominio bZip (NFAT, Ets, NF-kappaB) y 4)
otras proteinas, por ejemplo la lamina A/C (Chinenov, 2001; Ivorra, 2006; Gonzalez,
2008).

2.2.6. El factor de transcripcion c-Jun

La proteina c-Jun fue originalmente identificada como una oncoproteina del
sarcoma aviar codificada por el virus 17 (v-Jun). Estudios posteriores demostraron
que c-Jun es un miembro de la familia AP-1 y que existen otras variantes de la
familia Jun tales como JunB y JunD (Vogt, 1990).

Si bien los miembros de la familia Jun comparten un cierto grado de homologia
estructural, presentan patrones de expresion y funciones diferentes. Por un lado, los
genes junB y c-jun son considerados IEGs pues dado un estimulo especifico,

manifiestan una rapida induccion de la transcripcién. Por otro lado, el gen junD se
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expresa predominantemente en células quiescentes y su sobreexpresiéon en células
proliferativas disminuye la tasa de proliferacién de las mismas (Wang, 1996).

De los tres miembros de la familia de proteinas Jun, c-Jun es el Unico capaz de
transformar fibroblastos mientras que JunB y JunD inhiben dicho proceso (Pfarr,

1994; Passegue, 2000).

2.2.6.1. Caracteristicas estructurales de c-Jun

Como previamente habiamos mencionado, las proteinas de la familia Jun
comparten ciertas homologias estructurales. En su extremo N-terminal, cuentan con
el sitio de union (region delta) y de fosforilacion de la quinasa JNK. Mientras que en
su extremo C-terminal, se dispone el dominio bZip.

La oncoproteina viral v-dJun difiere de c-Jun por la existencia de una delecion de
27 aminoacidos en el domino N-terminal, responsable de Ila activaciéon
transcripcional, ademas de presentar diferentes mutuaciones puntuales. Asimismo,
JunB contiene un sitio de acoplamiento para JNK pero carece de los sitios de
fosforilacién consenso de c-Jun (S63/S73). La situacidn inversa se presenta para la

proteina JunD (Adler, 1992; Hibi, 1993, Davis; Sluss, 1994).

2.2.6.2. Regulacion de la actividad de c-Jun

La fosforilacion de S63/7S73 en la regidn N-terminal de c-Jun activa su accion
sobre la transcripcidn génica y la protege de la degradacion proteolitica dependiente
de ubiquitina (Pulverer, 1991; Smeal, 1991). Esta fosforilacion es llevada a cabo por
la quinasa JNK, en respuesta a distintos estimulos; entre los cuales, se incluyen los
agentes mitogénicos y los factores de estrés celular (Johnson, 2007).

La CK2 es capaz de fosforilar los residuos T231/ S249 que se encuentran en la
region C-terminal de c-Jun. La fosforilacién de los residuos T231/ S249 promueve
una disminucién de la unién al ADN y de la actividad transcripcional de c-Jun. La
accion de CK2 es inhibida por accion PKC. De este modo, PMA puede actuar

indirectamente sobre PKC, causando la activacién de AP-1 (Papavassiliou, 1993).
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La proteina v-Jun cuenta con modificaciones de secuencia que impiden la
regulacion de su actividad biolégica. Por ejemplo, la delecion de la region delta
amino-terminal elimina la regién delta y evita la fosforilacion de S63/S73. Mas aun,
la mutuacion puntual del residuo S243 anula la fosforilacion de los residuos T231 y
S249 adyacentes por la CK2 (Lin, 1992). El resultado es una proteina v-Jun activa

constitutivamente.

3. AP-1 y NF-kappaB en placenta

La placenta es un érgano efimero y especializado que se desarrolla desde los
inicios de la prefiez. Sus principales funciones consisten en garantizar tanto la
supervivencia como el crecimiento del embrion dentro del ambiente uterino materno.
En la placentacién hemicorial (caracteristica de roedores, primates y humanos), la
sangre materna bafia directamente las células extraembrionarias Illamadas
trofoblastos. Estas células epiteliales surgen tempranamente en el desarrollo
embrionario. Son indispensable para multiples procesos bioldgicos de implantacién,
adaptacion inmunoldgica y establecimiento de la circulacion materno-fetal.

Existen diferentes fenotipos de células trofoblasticas que forman la placenta
(Figura 11). Los citotrofoblastos son células mononucleares capaces de proliferar y
diferenciarse en diferentes subtipos trofoblasticos; constituyen los precursores del
sincitiotroflasto y del trofoblasto extravelloso. Por un lado, un grupo de
citotrofoblastos se fusionan unos con otros y atraviesan una diferenciacion
bioquimica, dando lugar al sincitiotrofoblasto multinuclear. La capa sincicial carece
de actividad proliferativa y estd en intimo contacto con la sangre materna. Estas
células participan en el intercambio materno-fetal de nutrientes, gases y desechos,
como también en la biosintesis de numerosas hormonas fundamentales para la
gestacion. Por el otro lado, un conjunto de citotrofoblastos adquiere propiedades
invasivas, formando el trofoblasto extravelloso. Este tipo celular es capaz de invadir

y remodelar tejidos maternos (trofoblasto extravelloso intersticial) y arteriolas
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uterinas espiraladas (trofoblasto extravelloso endovascular), reduciendo la
resistencia al flujo de sangre materno que irriga el feto. Todas las subpoblaciones
de células trofoblasticas interaccionan entre si y con otras células placentarias, tales
como celulas de Hofbauer, células deciduales, endoteliales, musculares, entre otras.
Este conjunto de interacciones favorece el establecimiento de un microambiente
indispensable para el desarrollo de la placenta y del embrién/feto (Lunghi, 2007;

Huppertz, 2008).

Células trofobldsticas
extravellosas intersticiales

Citotrofoblasto J

Células trofoblasticas extravellosas
endovasculares

Calulas musculares
€ o

Remodelamiento ,itJ =
wvascular o
[ | J i J
| |
Vellosidad de anclaje Decidua materna

Figura 11. Subpoblaciones de células trofoblasticas

Los citotrofoblastos proliferan y se diferencian en diferentes subpoblaciones. El sincitiotrofoblasto se forma por la fusion de
citotrofoblastos. Los citotrofoblastos pueden adquirir propiedades invasivas, y migrar hacia la decidua y el miometrio materno.
Asi se produce la invasion intersticial del estroma (trofoblasto extravelloso intersticial) y la invasién trofoblastica endovascular

de las arterias espirales (trofoblasto extravelloso endovascular). Figura adaptada de Knofler, 2013.

3.1. Distribucién de AP-1 y NF-kappaB en placenta
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Factor de transcripcion AP-1: con la excepcion de c-Jun y JunD, la mayoria de

los miembros de la familia AP-1 estan ausentes en los cito y sincitiotrofoblastos,
obtenidos de muestras del primer y tercer estadio de embarazo. Curiosamente, la
situaciéon inversa se presenta en el trofoblasto extravelloso, en los cuales c-Jun,
JunD, c-Fos y Fra-2 son abundantes (Bamberger, 2004).

Factor de transcripcion NF-kappaB: existe escasa informacion referente a

NF-kappaB en tejidos gestacionales. Hasta la actualidad, se ha encontrado a las
subunidades NF-kappaB, p50 y RelA en el amnios, en células miometrales, en
citotrofoblastos humanos y coriodecidua (Rosen, 1998; Allport, 2000 ; Kniss, 2001;
Lappas, 2002).

3.2. Funciones reportadas para AP-1 y NF-kappaB en placenta

Factor de transcripcion AP-1: Se ha observado que AP-1, particularmente la

subfamilia Fos, esta involucrada en diversas funciones trofoblasticas de organismos
con placentacion hemicorial (Kent, 2011; Renaud, 2013). Aunado a esto, se ha
demostrado que los miembros de la subfamilia Fos regulan en forma diferencial los
procesos de proliferacion, migracién e invasion (Van Meir, 1997; Peters, 2000;
Renaud, 2013). Ademas de las funciones previamente descriptas, AP-1 intervendria
en la regulacion del proceso de sincializacion. En tal sentido, se ha identificado el
motivo CRE/AP-1 en el promotor de la proteina retroviral Sincitina 2, conocida por
su participacién en la fusion trofoblastica. Entorno a esta observacion, se demostro
que CREB2 (ATF4) y JunD interaccionan con esta secuencia reguladora. Ademas
mutaciones del motivo CRE/AP-1 afectan significativamente la expresion de
sincitina 2 (Toufaly, 2015).

Factor de transcripcion NF-kappaB: poco se sabe del rol funcional de

NF-kappaB en la placenta. Sin embargo, la informacién disponible sugiere la

importancia de NF-kappaB en la regulacion de citoquinas proinflamatorias, tales
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como IL-6, IL-8 y TNF-a en la coriodecidua y el amnios, donde también modula la

expresion de COX-2 (Blackwell, 1997; Allport, 2000; Lappas, 2002).

3.3. Participacion de AP-1 y NF-kappaB en enfermedades

placentarias

A) Regulacion de las metaloproteasas de la matriz (MMPs)

En la actualidad, muchos estudios se enfocan en conocer el papel que
desempenan las MMPs en aquellas enfermedades en las que la pérdida de la
estructuracion de la matriz extracelular (MEC) es una de las caracteristicas
primordiales (Zhou, 1997; Nakada, 2003; Yamasaki, 2004; Hussain, 2017). Una de
estas patologias es la preeclampsia. Previo a la descripcion fisiomolecular de la
preeclampsia, nos enfocaremos en describir brevemente a las MMPs.

Las MMPs pertenecen a una familia de endopeptidasas zinc-dependientes que
intervienen en los procesos fisioldgicos de organogénesis, cicatrizacién, involucion
uterina, Asi también, las MMPs estan involucradas en diversas condiciones
patologicas como la inflamacion, enfermedades autoinmunes y carcinogénesis
(Nagase, 2006; Page-McCaw, 2007) .

Se han descrito 25 miembros de la familia MMPs. Si bien cada una de ellas tiene
un nombre descriptivo y un numero, se ha propuesto clasificarlas en cinco
subfamilias dependiendo de su funcion y estructura: colagenasas, gelatinasas,
estromelisinas, MMPs de la membrana (MT-MMPs) y otras MMPs. Todas ellas
difieren en su estructura y especificidad de sustrato, pero su accién combinada es
capaz de conducir a la degradacion de la totalidad de los componentes
macromoleculares de la MEC.

Aunque la primera funcién bien estudiada de las MMPs fue la degradacion de la

MEC, actualmente se considera que cumplen un papel importante en el
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procesamiento de moléculas bioactivas, tales como factores de crecimiento,
citoquinas, quemoquinas y receptores de superficie celular (Gill, 2008).

Debido a la capacidad que tienen las MMPs de intervenir en el desarrollo y
destino de las células del organismo durante la embriogénesis, estan sujetan a una
estricta regulacion. La actividad proteolitica de las MMPs se regula, principalmente,
en tres niveles: transcripcién, activacion de la proenzima e inactivacion por
proteinas endogenas denominadas inhibidores tisulares de MMPs (TIMPs)
(Bergman, 2003; Song, 2006; Clark, 2008; Vicent, 2015; Li, 2016).

Cabe destacar que las MMPs, al igual que otras proteasas, se sintetizan como
zimogenos inactivos en estado latente. Existen diferentes mecanismos de
activaciéon de las MMPs, entre los cuales se incluyen la autocatalisis, la union al
ligando o la intervencién de otras MMPs como las MT-MMPs, que cumplen un

importante rol en la activacién de MMP-2 (Imai,1996).

B) Preeclampsia

La preeclampsia es una complicacion médica del embarazo y se asocia
con hipertension arterial, elevados niveles de proteina en la orina (proteinuria) y
retencién de liquidos (edemas). En ocasiones, puede estar acompafado por una
restriccion del crecimiento fetal o en casos severos, puede desembocar en una
eclampsia con dafo al endotelio materno, rifiones e higado. Es la enfermedad del
embarazo mas comun y una de las mas peligrosas, con riesgo de vida para la
madre y el feto, por lo que debe diagnosticarse y tratarse rapidamente (Sibai, 2005).

Si bien la etiologia de la preeclampsia aun no es clara, se cree que el factor de
inicio seria la reduccién de la perfusion uteroplacentaria, como resultado de una
invasion anormal de las arteriolas espirales por el trofoblasto extravelloso (Zhou,
1997; Zhou, 2002). Investigaciones recientes han detectado que las placentas de
mujeres con preeclampsia expresan menores niveles de MMP-9, FKBP52, de
antigeno linfocitico humano (HLA-G), de lactégeno placentario y de integrina a1b1,

en comparacion con placentas de embarazos normales. Mas aun, se determin6 que
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las células trofoblasticas se diferencian anormalmente a sincitio, formando células
gigantes y perdiendo, en consecuencia, su poder de invasion (Zhou, 1997; Zhou,
2002). Con la intencidon de esclarecer el mecanismo que interviene en preeclampsia,
se realizé un analisis de microarreglos de genes humanos a partir de bases de
datos en linea. En base a esos estudios, se determind que miembros de la
subfamilia fos se presentan como genes candidatos claves en el desarrollo de esta
complicacion médica, promoviendo la invasion a partir de la regulacién de las MMPs,
la diferenciacion y la remodelacion del citoesqueleto (Acar, 2015; Zhao, 2017).
Fallas en la remodelacion de las arteriolas uterinas desencadenan una
persistente vasoconstriccion y la liberacion de fragmentos apoptoticos en el espacio
intervelloso que, en su conjunto, favorecen una respuesta inflamatoria sistémica de
la madre. El estrés oxidativo placentario y sistémico, altera la expresion génica. En
efecto, altos niveles de EROs activan a factores de transcripcion, tales como
NF-kappaB y AP-1, lo que conlleva a diferentes facetas del cuadro inflamatorio. En
tal sentido, se ha encontrado que elevados niveles de NF-kappaB correlacionan con
bajos niveles de bcl-2 y valores aumentados de caspasa 3; en base a estas
observaciones se cree que el incremento de la apoptosis trofoblastica, estaria

inducido por NF-kappaB y por los bajos niveles de bcl-2 (Aban, 2014).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS



Como se describié en la Introduccidn, las proteinas FKBPs estan implicadas en
la regulacién tanto del retrotransporte, como de la actividad transcripcional de
factores nucleares de variada naturaleza. Los receptores de esteroides y el factor
nuclear NF-kappaB constituyen dos claros ejemplos de factores de transcripcion
regulados por FKBPs. En este contexto, surgieron los interrogantes que impulsaron
este trabajo: ¢ Es posible que las proteinas FKBPs, en particular FKBP51 y FKBP52,
regulen la actividad de otros factores de transcripcion distintos a los anteriormente
mencionados? ¢, La funcion biolégica de estas FKBPs solo se circunscribe a en la
participar en la reocalizacion subcelular de factores transcripcién o también pueden
afectar otros niveles de sus cascadas de activacion?.

Sobre la base de estos antecedentes, se abordod el estudio de la regulacién de
del factor de transcripcion AP-1 mediada por FKBPs. Este factor de transcripcion es
inducido rapidamente y se acumulan en forma transitoria, modulando la expresion
de varios genes de respuesta temprana. Entre la variedad de genes blancos que
regula tanto AP-1 y como NF-kappaB, encontramos a los genes que codifican para
las MMPs y para la IL-6. Se ha demostrado previamente que tanto las MMPs como
la IL-6 desempefian un papel critico durante los procesos de invasién trofoblastica y
remodelacion de la matriz extracelular (MEC) de la interfase materno-placentaria.
Ademas,trabajos previos sefialan que alteraciones en la expresién de FKBP52 se
correlacionan con patologias placentarias, cuyos denominador comun es la
disfuncion trofoblastica y wuna remodelacion utero-placentaria deficiente.

Considerando que la remodelacion de la MEC es crucial en distintas etapas del
embarazo y que los miembros de AP-1, c-Fos y C-jun, participan activamente en
este proceso, nos planteamos estudiar la regulacion de la de activacién de AP-1

mediada por proteinas FKBPs en células trofoblasticas.

En este contexto, postulamos como hipétesis general de este trabajo que las

FKBPs regulan la cascada de activacion de AP-1.
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Con el fin de poner a prueba dicha hipdtesis, planteamos los siguientes

objetivos:

Objetivo general

Caracterizar la regulacién de AP-1 mediada por FKBPs, particularmente sobre

c-Fos y c-Jun, en células trofoblasticas BeWo.

Objetivos especificos

|) Caracterizar el mecanismo de accion regulatorio de las FKBPs sobre AP-1.

II) Evaluar los efectos biologicos de la regulacion de las FKBPs sobre AP-1 vy

NF-kappaB.

lI1) Analizar los efectos funcionales de compuestos naturales sobre la accidn
regulatoria de FKBP52 descripta para los factores de transcripcion AP-1 y

NF-kappaB.
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MATERIALES Y METODOS



1. Materiales usados en la Tesis Doctoral

1.1. Bacterias

(a) Cepas

Para la producciéon de ADN plasmidico y la obtencion de proteinas
recombinantes, se utilizaron las cepas DH5a y BL21 de Escherichia coli,

respectivamente.

(b) Medios de crecimiento

Las cepas de E. coli se cultivaron en caldo Luria-Bertani (LB) a 37°C. Para la
seleccion de bacterias portadoras de plasmidos, el LB se suplementdé con el
antibiotico de seleccion correspondiente (ampicilina 100 pg/ml o kanamicina 50
pg/ml). Las bacterias se crioconservaron afadiendo glicerol 70 % v/v y se guardaron

a -80°C.

1.2. Cultivos celulares

1.2.1. Lineas celulares

Tabla 1: Lineas celulares utilizadas en la Tesis Doctoral

Linea celular Caracteristicas/ Tipo celular Medio cultivo
: Origen ' :
Células de
Corfjri::;‘?ma DMEN / F12,
Gentilmente cedida SIS 100 W7o 1N
BeWo Epitelial 2 mM, piruvato de sodio 1 mM,

por la Dra. Cecilia
Varone,
UBA-FCEN/
IQUIBICEN.

antibioticos (penicilina 0.1 U/ml
y estreptomicina 10 pg/ml)
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BeWo-Clon
Control

Derivado de la linea
celular BeWo
transfectada en
forma estable con el
vector pCI-Neo,
seleccionada por
resistencia al
antibidtico G418

Epitelial

DMEN/F12, SFB 10% vlv,
Glutamax 2 mM, piruvato de
sodio 1 mM, G418 200 mM,

antibioticos (penicilina 0.1 U/ml
y estreptomicina 10 pg/ml)

BeWo-Clones
FKBP51
(clones 1,2,3)

Derivados de la
linea celular BeWo
transfectada en
forma estable con el
vector
pCIl-Neo-Flag-
hFKBP51,
seleccionada por
resistencia al
antibidtico G418

Epitelial

DMEN/F12, SFB 10% v/v ,
Glutamax 2 mM, piruvato de
sodio 1 mM, G418 200 mM,

antibioticos (penicilina 0.1 U/ml

y estreptomicina 10 pg/ml)

HEK 293T

Células
embrionarias del
rindn humano que
contiene el antigeno
T del virus SV40

Embrionario

DMEN, SFB 10% v/v ,
antibioticos (penicilina 0.1 U/ml
y estreptomicina 10 pg/ml)

1.2.2. Cultivo de lineas celulares

Para el cultivo de células BeWo se utilizé el medio DMEN/F12 (1:1, Gibco)

conteniendo SFB 10 % v/v (Internegocios S.A.) y una mezcla de antibidticos

(penicilina 0.1 U/ml y estreptomicina 10 pug/ml) suplementado con Glutamax (Gibco)

2 mM y piruvato de sodio (Invitrogen) 1 mM.

Para el cultivo de células HEK-293T, se empleé medio DMEM (Internegocios

S.A.) suplementado con SFB 10 % v/v y antibidticos (penicilina 0.1 U/ml y

estreptomicina 10 pg/ml).
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Ambas lineas celulares se incubaron en una atmédsfera humeda, a 37°C y con
CO2 al 5 %. En casos de manipulacion de lineas celulares fuera de la estufa, se
utilizaron camaras de flujo laminar.

Las células BeWo y HEK-293T se cultivaron en placas o frascos de cultivo para
células adherentes. El proceso de subcultivo se realiz6 lavando con PBS (1x, NaCl
137 mM, KCI 2.7 mM, NaH2PO4 1.4 mM, Na:HPO4 4.3 mM pH 7.4) y afladiendo una
solucion de EDTA-Tripsina 0.05 % v/v (Invitrogen). Tras una breve incubacién a
37°C durante 2-5 min, se neutralizo la reaccion de tripsinizacién anadiendo medio

de cultivo fresco y realizando la dilucion pertinente.

1.2.3. Preservacion de lineas celulares

Para la preservacion de lineas celulares, se prepararon crioviales con
suspensiones celulares. Las células en suspensién, despegadas por la accion de la
mezcla EDTA-Tripsina, se centrifugaron y se resuspendieron en una mezcla de SFB,
conteniendo DMSO 10 % v/v. A continuacién, los crioviales se enfriaron lentamente
hasta una temperatura final de -80°C y luego, fueron transferidos a contenedores

con nitrégeno liquido.

1.2.4. Descongelado de células

Las células contenidas en los crioviales se descongelaron en un bafio de agua a
37°C y posteriormente, se lavaron con 5 volumenes de medio de cultivo. Paso
siguiente, las células se centrifugaron a 1.000 x g durante 5 min y el precipitado se

resuspendio en el medio de cultivo pertinente.
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1.2.5. Conteo de células

El conteo de células se efectudé a partir de una mezcla isovolumétrica de
suspension celular y de azul tripan 0.4 % v/v en PBS. El azul de tripan es un
colorante que permite evaluar la viabilidad de células por exclusion de captacién, al
ser incapaz de penetrar y tefir a las células vivas que cuentan con sus membranas
integras.

Paso siguiente a la adicion del colorante vital, las mezclas se introdujeron por
capilaridad entre la camara de Neubauer y el cubreobjeto.

El conteo se realiz6 con un microscopio Optico a un aumento de 40x,
cuantificandose el numero de células de cuatro cuadrantes de 1 mm?
correspondientes a las esquinas de la reticula.

El numero de células totales por ml se calculé segun la siguiente férmula:

Células/ml = N x 1/4 x 10.000 x 2 , donde N = numero total de células de los

cuatro cuadrantes.

1.2.6. Transfeccion

(a) Transfecciones transitorias

La linea celular BeWo se transfecto transitoriamente empleando el reactivo PEI.
Se prepararon mezclas de plasmidos+PElI en medio DMEN/F12 carente de
antibioticos y de SFB. Cada mezcla se homogenizd y se incubd por separado a
temperatura ambiente (TA) durante 8 min. Transcurrido dicho tiempo, las mezclas
se agregaron al medio de cultivo respectivo.

La linea celular HEK 293T se transfectd segun el método de precipitacién con
fosfato de calcio. Una solucion de CaClz (0.25 M), conteniendo el ADN de interés,

se adiciono con igual volumen de solucion HBS 2x (HEPES 50 mM, Na:HPO4 1.5
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mM, NaCl 280 mM), se homogenizd por vortex y se incubd en hielo por 10 min.
Luego, la mezcla de transfeccion se afiadié al medio de cultivo celular.
Transcurridas 24 h de incubacién en estufa, se removié la mezcla de

transfeccion y se reemplazo6 por medio de cultivo fresco.

(b) Transfecciones estables

Para generar clones estables del vector vacio pCl-Neo o FKBP51, se sembraron
células BeWo en placas de 96 pocillos a baja confluencia. Luego, las células se
transfectaron con los plasmidos pCl-Neo o pCl-Neo-Flag-hFKBP51 mediante el
método de PEIl y tras 24 h de post transfeccion, se inicid el proceso de seleccion
anadiendo al medio de cultivo el antibiotico G418, en una concentracion final de 400
pug/ml. El medio con antibiético fue reemplazado cada 3 dias, desde la formacién de
colonias hasta su seleccion, durante 3 semanas. Una vez establecidos los clones
estables, se efectué un mantenimiento constante cada 7 dias empleando el mismo
antibiético de seleccion a una concentracion menor de 200 pyg/ml.

Se analizaron los niveles de proteina FKBP51 de los clones estables por la
técnica Western Blot (WB). Se identificaron como clones estables de FKBP51 a
aquellas colonias de células que expresaban niveles significativamente mayores de

proteina FKBP51 en comparacion a las células BeWo salvajes.

1.2.7. Diseno de los tratamientos realizados en las lineas celulares

Los tratamientos realizados en cada experimento se detallan en la leyenda de
las figuras correspondiente a la seccion de resultados.

De manera general, las células BeWo se deprivaron de suero durante 24 h
previas al estimulo. Este paso experimental permite partir de una condicion basal de
c-Fos no inducido por factores presentes en el SFB y analizar los efectos

desencadenados por el estimulo o agente a evaluar.
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El estimulo mas vastamente utilizado en los ensayos de la tesis fue el éster de
forbol PMA, siendo el tiempo de incubacion variable en funcién del parametro a
analizar.

En algunos casos, se utilizdé el tratamiento con FK506 y puromicina. Estas
drogas se suplementaron 30 min previo al estimulo con PMA, de manera tal, de
favorecer su ingreso a las células y desarrollar su accién bioldgica. Asimismo, en
algunos ensayos experimentales, las células se preincubaron con distintos

flavonoides durante 60 min.

1.3. Reactivos utilizados

1.3.1. Estimulos

(a) Activadores de la via MAPK

Forbol-12- miristato-13-acetato (PMA, Sigma): La solucién madre 200x se
prepard resuspendiendo el liofilizado en DMSO. Se utilizé una concentracién final
de 100 ng/ml.

Hidroperéxido de ter-butilo (TBOOH, Sigma): Se utilizé a una concentracion final
de 50 uM a partir de una solucion madre 70 % v/v en agua.

Interleuquinas (IL-1B, IL-6 e IL-8, Roche Life Science): Las interleuquinas fueron
resuspendidas en agua de ampolla (Roche), preparando las siguientes
concentraciones madre: IL-1 25 ng/ul , IL-6 12 ng/pl y IL-8 118 ng/ul . Se utilizaron

en un rango de concentracion final de 1.5- 2.5 ng/ml.

(b) Inductor del operén lac

Isopropil-B-D-tio-galactésido (IPTG, Sigma): se utilizé como inductor artificial del

operon lac, ya que es capaz de unirse al represor Lacl, pero no es un sustrato de la
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enzima P-galactosidasa. Las inducciones se llevaron a cabo a una concentracion

final de 1 mM partiendo de una solucion madre 1 M disuelta en agua estéril.

1.3.2. Inhibidores

Tacrolimus (FK506, Sigma): inhibidor farmacoldgico de la actividad PPlasa de las
FKBPs. La solucién madre 1000x fue resuspendida en DMSO. Se emple6 a una
concentracion final de 1 uM.

Puromicina (Sigma): Inhibidor de la sintesis proteica. Presenta similitud estructural
a los aminoacil-ARNt provocando una terminacién prematura de la cadena peptidica.
Se utilizé a una concentracién final de 1 ug/ml a partir de una solucién madre de 10

mM.

1.3.3. Flavonoides

En busqueda de inhibidores potenciales de la actividad PPlasa de FKBP52, se
ensayaron distintos flavonoides: catequina (C), epicatequina (EC), epicatequina
galato (ECG) y epigalocatequina galato (EGCG).

Los flavonoides fueron resuspendidos en una mezcla 20 % v/v metanol en agua
a las siguientes concentraciones madre: C 20 mM, EC 5§ mM, ECG 10 mM, EGCG

20 mM. Estos compuestos se emplearon en una concentracion final de 5-50 uM.

1.3.4. Antibiotico de seleccion

Para seleccionar las células establemente transfectadas, se empled el
antibiotico G418 (Gibco) a una concentracion de 400 pg/ml. Para el mantenimiento
de las lineas establecidas, el antibidtico G418 se utilizé una concentracion de 200

pug/mil.
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1.3.5. Anticuerpos

(a) Anticuerpos primarios:

Anticuerpos anti-quinasas: ERK 1/2, Santa Cruz Biotechnology (sc-292838);
p-ERK 1/2, Santa Cruz Biotechnology (sc-7383)

Anticuerpos anti-factores de transcripcién: c-FOS, Santa Cruz Biotechnology
(sc-52 y sc-8047); c-<JUN, Santa Cruz Biotechnology (sc- 1694).

Anticuerpos anti-chaperonas/ co-chaperonas: a/f-HSP90, Santa Cruz
Biotechnology (sc-13119); HSP70, Abcam Trading Company (ab-5442); FKBP52
(UP30), provisto por Dr. K.Leach (Pharmacia and Upjohn Inc.,Kalamazoo, MI);
FKBP51 (MDG19), obtenido por Dr. Galigniana y equipo de trabajo
(UBA-FCEN-IQUIBICEN/IBYME); FKBP51, Affinity BioReagents (PA1-020).
Anticuerpos anti-proteinas codificadas por genes blancos de AP-1 y
NF-kappaB: MMP-2, Cell signaling (87809); MMP-9, Cell signaling (13667)
Anticuerpos anti-proteinas utilizados como control de carga: B-TUBULINA,
Santa Cruz Biotechnology (sc-5274); GADPH, Santa Cruz Biotechnology (sc-
47724).

(b) Anticuerpos secundarios:

e Acoplados con fluoréforos:

Anti-lgG de conejo-fluoréforo excitable a 488 nm , Alexa Fluor, Molecular probes.
Anti-lgG de conejo-fluoréforo excitable a 568 nm, Alexa Fluor, Molecular probes.
Anti-lgG de raton-fluoréforo excitable a 488 nm, Alexa Fluor, Molecular probes.

Anti-lgG de raton-fluoréforo excitable a 568 nm , Alexa Fluor, Molecular probes.
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o Acoplados con peroxidasa (HRP):

Anti-IgG de conejo-HRP, Jackson.
Anti-IgG de ratén-HRP, Jackson.

1.3.6. Otros reactivos

Proteina A-Sefarosa (Sigma): Para las co-inmunoprecipitaciones, se utilizd
proteina-A Sefarosa 50 % p/v en PBS.

Metil tiazol tetrazolio (MTT, Sigma): Para los ensayos de viabilidad celular, se
empled MTT a una concentracion final de 125 pg/ml.

Resina GSH-agarosa (Thermo Scientific): Para la purificacion de las proteinas de

fusion con la enzima GST, se utilizo resina GSH-agarosa 4 % v/v.

2. Manipulacién de ADN

2.1. Plasmidos

pAP1-Luc: plasmido reportero que presenta la secuencia consenso de unién a
AP-1 clonada rio arriba del gen de la luciferasa de luciérnaga (luc).
pNF-kappaB-Luc: plasmido reportero que presenta la secuencia consenso de
unién a NF-kappaB rio arriba del gen de la luciferasa de luciérnaga.
pCEFL-beta-galactosidasa: derivado del vector pCEFL, contiene el gen de la
B-galactosidasa. Utilizado como control de eficiencia de transfeccion para
normalizar los datos de unidades arbitrarias obtenidas de la medicion de la actividad
luciferasa.

pCIl-Neo: plasmido de expresion, construccidn vacia (sin proteina codificante) bajo
el promotor CMV; utilizado para compensar la cantidad de masa de ADN

transfectada, con el mismo vector .
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pCI-Neo-hFKBP52: plasmido de expresidon en células eucariotas para la proteina
humana FKBP52, brindado por el Dr. Marc Cox, Universidad de Texas, EEUU.
pCIl-Neo-hFKBP52 F67Y: plasmido de expresion en células eucariotas para la
proteina humana FKBP52 que cuenta con una mutacion puntual en el dominio
PPlasa. La mutacion consiste en la sustitucion de un aminoacido por otro:
fenilalanina por tirosina, en posicién 67. Aportado gentilmente por Dr. Marc Cox.
pCI-Neo-hFKBP52 F130Y: plasmido de expresion en células eucariotas para la
proteina humana FKBP52 que cuenta con una mutacion puntual en el dominio
PPlasa. La mutacion consiste en la sustitucion de un aminoacido por otro:
fenilalanina por tirosina, en posicion 130. Aportado gentilmente por Dr. Marc Cox.
pCI-Neo-hFKBP52 K354A: plasmido de expresion en células eucariotas para la
proteina humana FKBP52 que cuenta con una mutuacién puntual en el dominio
TPR. La mutacién consiste en la sustitucion de un aminoacido por otro: lisis por
alanina, en posicion 354. Aportado gentilmente por Dr. Marc Cox.
pCl-Neo-Flag-hFKBP51: plasmido de expresién en células eucariotas para la
proteina humana FKBP51 fusionado al péptido Flag (DYKDDDDK), brindado por el
Dr. Marc Cox.

pCl-Neo-Flag-hFKBP51 FD67/68DV: plasmido de expresion en células eucariotas
para la proteina humana FKBP51 fusionado al péptido Flag, que presenta una doble
mutuacion en el dominio PPlasa. La mutacién consiste en la sustitucion de dos
aminodacidos por otros: fenilalanina por aspartico, en posicién 67 y aspartico por
valina, en posicion 68. Aportado gentilmente por Dr. Marc Cox.

pCMV6-Flag-TPR: derivado del vector pCMV6, es un plasmido de expresion en
células eucariotas del dominio TPR de la proteina PP5 fusionado al péptido Flag.
Cedido por el Dr. Michel Chinkers, Universidad de South Alabama, EEUU.
PGEX-GST: plasmido de expresion en células procariotas de la proteina glutation

S-transferasa (GST).
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PGEX-hFKBP52-GST: plasmido de expresion en células procariotas proteina
humana FKBP52 fusionada a la proteina GST. Empleado para los ensayos de

cambio de movilidad electroforética (EMSA).

2.2. Preparacidén de bacterias competentes

Bacterias Escherichia coli cepa DH5a o BL21 se emplearon como fuentes de
bacterias competentes.

A partir del glicerol stock, se realizé una estria en una placa de LB agar (agar
2 % plv, triptona 1 % plv, extracto de levadura 0.5 % p/v, NaCl 0. 5% p/v) libre de
antibiotico y se incubd a 37°C por 16 h. Al dia siguiente, una colonia fue picada y
crecida en 5 ml de medio SOB (triptona bacteriolégica 2 % p/v, extracto de levadura
0.5 % p/v, NaCl 0.01 M, KCI 2.5 mM) sin antibiotico (pre-cultivo) a 37°C durante 16 h
con agitacién constante (200 rpm). Se realizé una dilucion 1/100 de este pre-cultivo
y se incub6 a 37°C con agitacion hasta alcanzar una densidad optica (DO) de 0.3 a
600 nm (cultivo en fase exponencial). Luego de alcanzar esa DO, se centrifugo el
cultivo a 3.000 x g a 4°C durante 10 min. Paso seguido, se resuspendio el
precipitado resultante en una solucion CCMB 80 (CaCl2 80 mM, MnCl> 20 mM) y se
incubd a 4° C durante 20 min. A continuacion, se cosecharon las bacterias por
centrifugacion en las mismas condiciones que el paso anterior y nuevamente, se
resuspendio el precipitado en CCMB 80 frio. Luego de una incubacién a 4°C
durante 10 min, la suspension bacteriana se fracciond en alicuotas. Dichas
alicuotas se sumergieron inmediatamente en nitrégeno liquido y se guardaron a

-80°C.
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2.3. Transformacion de bacterias competentes

La transformacion se realizé a partir de la incubacién de una alicuota de 100 ul
de bacterias competentes (Escherichia coli DH5a o BL21) y de 0.5-1 pg de plasmido
de interés a 4° C durante 20 min. Seguidamente, se aplicé un choque térmico a
42°C durante 90 s y las mezclas fueron colocadas, nuevamente, en hielo durante
5 min. La recuperacién de las bacterias competentes se llevé a cabo adicionando
100 pl de medio de cultivo SOC (triptona 2 % plv, extracto de levadura 0.5 % plv,
NaCl 0.05 % p/v, KCI 2.5 mM) e incubando a 37°C durante 1 h. La seleccion de las
bacterias transformadas se implement6 en un cultivo de medio solido de LB Agar
suplementado con el antibidtico correspondiente a la resistencia provista por el
plasmido transformado. Las placas se incubaron a 37°C durante 16 h. En paralelo,
se sembrd una alicuota de bacterias transformadas en una placa sin antibiético
como control de viabilidad y otra alicuota en LB Agar suplementado con antibiético
como control de contaminacion.

Las colonias obtenidas se repicaron en 5 ml de medio LB (triptona 1 % plv,
extracto de levadura 0.5 % p/v, NaCl 0.5 % p/v) con antibidtico y se incubaron a
37°C durante 16 h con agitacion constante (200 rpm). A partir de estos cultivos, se
purifico el ADN plasmidico en pequefa escala para identificar las colonias

transformadas.

2.4. Purificacion de ADN plasmidico

2.4.1. Preparacion de ADN plasmidico a pequena escala

El cultivo proveniente de cada colonia se centrifugd a 6.000 x g por 10 min y se
resuspendid el precipitado resultante en 250 pl de solucién de resuspension

(Tris/HCI 50 mM, EDTA 10 mM, ARNasa A 50 ug/ml). Luego, se adicion6 250 ul de
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solucion de lisis (NaOH 200 mM, SDS 1 % p/v) y seguidamente, se agrego6 300 ul de
solucién de neutralizacion (acetato de potasio 2.55 M). Se centrifugd a 10.000 x g
durante 15 min para separar el ADN gendmico que precipita mientras el ADN
plasmido permanece en el sobrenadante. Por consiguiente, se transvasé el
sobrenadante a un tubo limpio para la posterior precipitacion del ADN plasmidico
mediante el agregado de isopropanol. Se centrifugé a 10.000 x g durante 30 min y
se descartd el sobrenadante. Posteriormente, se efectué un lavado del ADN
purificado mediante el agregado de 500 pl de etanol 70 % v/v. Finalmente se
centrifugd a 14.000 x g durante 10 min y se dejo secando el precipitado TA. El

precipitado fue resuspendido en 20 ul de agua bidestilada.

2.4.2. Preparacion de ADN plasmidico a mayor escala

Se inocularon 50 ml (MiniPrep) o 200 ml (MaxiPrep) de medio LB con bacterias
Escherichia coli DH5q, previamente transformadas con el plasmido de interés, y se
cultivaron a 37°C durante 16 h. A partir del mismo se purificé el ADN plasmidico
empleando el kit comercial Wizard® Plus Midipreps o Maxipreps DNA Purification
System (Promega, N° catalogo: A7640 o A7270, respectivamente) siguiendo el

protocolo adjunto al mismo.

2.5. Cuantificacion de ADN plasmidico

La concentracion de ADN en cada muestra de plasmido, a ser utilizado
posteriormente en transfecciones, se determiné por la lectura de su OD a 260 nm,
consideran que para ADN 1 OD 260 equivale a 50 g/L de ADN. Se tomaron 8 ul de
cada muestra y se diluyeron en 800 ul de agua bidestilada. La absorbancia a 260
nm se determind por espectrofotometria empleando el espectrofotometro de cuba

Biorad SmartSpec Plus. La misma fue corregida por la absorbancia a 280 nm
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indicativa de la presencia de proteinas, verificando que la relacion entre ambas

mediciones fuera mayor a 1.8.

2.6. Electroforesis en gel de agarosa

El analisis del ADN plasmidico se realizé por electroforesis en gel de agarosa
1 % p/v en solucion Tampon TAE (tris base 0.8 mM, acético glacial 0.1 % p/v, EDTA
2 uM pH 8), a la cual se le agrego adicionalmente bromuro de etidio 0.5 pg/ml.

Cada muestra se prepardé por adicién de solucidon de siembra para ADN (glicerol
30 % vlv, azul de bromofenol 0.25 % v/v). Las condiciones de la corrida
electroforética fueron: voltaje constante (100 V) por 20 min. Se reveld la presencia
de ADN plasmidico por exposicion a luz UV en un transiluminador (GBOX Syngene),

determinando asi los clones positivos.

3. Ensayos de transactivacién

Las interacciones proteina-ADN se detectaron indirectamente mediante ensayos
de transactivacion, empleando secuencias de ADN consenso de union a FTs
fusionados al gen de luciferasa. Estos ensayos permiten detectar la union de
proteinas a secuencias especificas del ADN, midiendo los niveles de expresion del
gen luciferasa.

Las células HEK-293T o BeWo se sembraron en placas de 12 pocillos y luego de
24 h post siembra, se co-transfectaron con 0.5 o 1.5 pg del plasmido reportero junto
con 0.1 o 0.5 ug del vector control de transfeccion pCEFL-beta-galactosidasa,
respectivamente.

Transcurrido el periodo de induccion, se lavaron las células con PBS y se

agregaron 50 a 100 yl de tampédn de lisis (tritdn X-100 0.2 % v/v, KoHPO 10 mM,
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DTT 0.1mM) por pocillo, segun la linea celular. Paso siguiente, los lisados celulares
se congelaron a -80°C durante 20 min y transcurrido este tiempo, se descongelaron
con el fin de favorecer la ruptura celular. Una vez descongelados, se centrifugaron a
10.000 x g durante 5 min y se recuperaron los sobrenadantes sobre los que se

ensayo la actividad enzimatica.

3.1. Determinacion de la actividad luciferasa y 8- galactosidasa

La actividad de la enzima luciferasa se cuantifico utilizando el lumindémetro
Glomax MultiDetetion System. En una placa blanca de 96 pocillos, se sembraron
25 pl de cada una de las muestras, 36 pl de solucidén 1 (glicinglicina 25 mM, EGTA 4
mM, tritdn x-100 0.27 % v/v, KaHPO4 15 mM, ATP 0.2 mM, DTT 1 mM) y 9 ul de
solucion 2 (glicilglicina 25 mM, EGTA 4 mM, DTT 2 mM, luciferina 0.1 mM).

La actividad enzimatica de B-galactosidasa se midié utilizando el lector de
microplaca RAYTO RT-6000. En una placa transparente de 96 pocillos, se
incubaron 25 pl de cada muestra junto a 100 pl de una solucién de revelado a TA
hasta el desarrollo de color amarillo. La solucion de revelado consiste en ONPG
1mg/ml disuelto en solucion PM2 (Na:HPO 460 mM , NaH2PO 440 mM, KCI 10 mM,
MgSO4 1 mM, B-mercaptoetanol 1 pyl/ml). La absorbancia se midié a 415 nm.

La actividad transcripcional de AP-1 o NF-kappaB se calcul6 relativizando las
unidades relativas de luciferasa (URL) con la actividad enzimatica de
B-galactosidasa obtenida para cada muestra con el objetivo de considerar la
eficiencia de transfeccion en cada caso. A partir de estos valores, se restd primero
el valor promedio registrado para las muestras controles (tampdn de lisis sin lisados
celulares) y luego, el valor correspondiente a las muestras basales (tampon de lisis
con lisados de células no estimuladas).

La cantidad éptima de plasmido necesaria para una transfeccion eficiente (sefial

clara y repetible, significativamente diferente de los valores basales y libre de

64



saturaciones del sistema) se determiné mediante una curva de transfeccién con
concentraciones crecientes del plasmido reportero pAP1-Luc. Asi, en base a lo
observado en la Figura 12, se decidio transfectar 0.5 ug o 1.5 pg de plasmido

reportero en células HEK-293T o BeWo, respectivamente.
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Figura 12. Ensayo de gen reportero de AP-1: actividad inducida por PMA

Células HEK-293T (A) y BeWo (B) se transfectaron transitoriamente con el plasmido pCEFL-beta-galactosidasa (0.15 0 0.5 ug,
respectivamente) y cantidades crecientes de pAP1-Luc, sin o con estimulo (PMA 100 ng/ml). La actividad transcripcional fue
evaluada mediante un ensayo de gen reportero. Estos se expresan como porcentaje de las veces de induccién de AP-1
(promedio + desvio estandar), resultado del cociente entre la actividad de luciferasa / B-galactosidasa, y normalizado al valor
promedio del grupo basal correspondiente a cada cantidad de plasmido pAP1-Luc transfectada. El asterisco (*) indica
diferencias significativas con el grupo basal correspondiente a cada cantidad de plasmido respectiva, determinadas por la

prueba estadistica de Anova de un factor (p<0.05).

4. Analisis traduccional

4.1. Preparacion de extractos celulares

La preparacion de extractos celulares se realizé descartando el medio de cultivo
y lavando dos veces con 1 ml de PBS frio cada uno de los pocillos de la placa. Las

células se levantaron mecanicamente en 1 ml de PBS utilizando un rastrillo de
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plastico y se centrifugaron a 1.000 x g durante 5 min. El precipitado celular se
resuspendid en 50 pl de tampdn de lisis (HEPES 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA
0.5mM, NP-40 1 % v/v, DTT 1mM mas el agregado de un coctel de inhibidores de
proteasas y fosfatasas) y se congelé a -80°C durante 20 min. Seguidamente, las
muestras se descongelaron y se sometieron a ciclos de vortex cada 5 min durante
30 min intercalados con periodos de incubacion en hielo. Una vez lisadas, se
centrifugaron a 15.000 x g a 4°C durante 30 min y el sobrenadante resultante se
transfirié a un nuevo tubo eppendorf.

Del volumen total de lisado de células, se separé una alicuota para la
determinacién de proteinas mediante el método de Bradford mientras que el resto
se utilizo para el ensayo WB. A las muestras se les agrego solucién tamponada de
siembra 4x (Tris/HCI 250 mM, glicerol 20 % v/v, SDS 4 % v/v, B-mercaptoetanol
10% v/v y azul de bromofenol 0.25 % v/v) y se hirvio por 5 min.

Para estudios de fosforilacion de c-Fos, previo al agregado de solucion de
siembra, se incubaron 30 ug de proteinas de cada muestra con 12 U de fosfatasa
alcalina o volumen equivalente del vehiculo a 37°C durante 30 min.

En algunos casos, se reservo el medio condicionado de las células para
posteriores ensayos de zimografia y de ELISA. Para ello, se centrifugd el medio a
2.500 x g durante 5 min y se transfirid el sobrenadante a un nuevo tubo eppendorf.

Las muestras se guardaron a -80 °C.

4.2. Cuantificacién de proteinas

La determinaciéon de la concentracion de proteinas se efectudé utilizando el
método de Bradford (1976). Brevemente, se mezcla el extracto (provenientes de
diluciones pertinentes en agua bidestilada) con 100 pl del reactivo de Bradford
(brilliant blue G-250 0.01 % p/v, etanol 5 % v/v, acido orto-fosforico 10 % v/v). Se

midié la absorbancia a 595 nm empleando el espectrofotometro Glomax

66



MultiDetetion System y se intrapolaron los valores en una curva estandar de BSA

(0.2-1.4 pg/ul).

4.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones

desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Para resolver las muestras obtenidas, se realiz6 una corrida electroforética en un
gel de poliacrilamida desnaturalizante segun el protocolo descrito por Laemmli
(Laemmli, 1970), haciendo uso del sistema Mini-Protean Il Electroforesis Cell
(Bio-rad, Richmon, California, E.E.U.U.)

En funcion del peso molecular de las proteinas a evaluar, las muestras se
resolvieron en geles de distinto porcentaje de acrilamida/bisacrilamida
(acrilamida/bisacrilamida 10 %, 12 % o 15 %, Tris/HCI 375 mM pH 8.7, SDS 0.1 %
p/v) de 0.75 o 1.5 mm de espesor. Se sembraron de 30 a 50 ug de muestra,
dependiendo de que se deseaba inmunodetectar.

Se utilizé una solucién de corrida (1x, glicina 1.92 M, SDS 1 % pl/v, Tris base
250 mM), ajustando el voltaje a un valor inicial de 80 V hasta que las muestras
atravesaron el gel concentrador (acrilamida/bisacrilamida 4 % p/v, Tris/HCI 125 mM
pH 6.8, SDS 0.1 % p/v). Posterior al compactamiento de las proteinas en el gel
concentrador, se aumentd el voltaje a 120 V hasta alcanzar la resolucién necesaria
tomando como referencia el marcador de peso molecular (PageRuler Prestained

Protein Ladder, de 10 a 180 kDa, Thermo Scientific).
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4.4. Electrotransferencia de proteinas (Western blot) e

Inmunodeteccién de proteinas

Las proteinas resueltas se transfirieron desde el gel a una membrana PVDF de
9 x 4 cm (Bio-Rad,Hercules, CA, USA), previamente activada, mediante un equipo

de transferencia semiseca Bio Rad, Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell.

La activacién de las membranas PVDF se realizé humectandolas, en primer
lugar, en metanol y luego, en solucién de transferencia semiseca (glicina 39 mM,
SDS 0.04 % plv, tris base 48 mM, metanol 20 % v/v).

En cuanto a las condiciones puntuales de transferencia, el procedimiento se
efectud con voltaje constante (15 V) durante 1 h o 1.5 h, dependiendo del espesor
del gel.

Luego de la transferencia, las membranas se incubaron en solucién de bloqueo
(BSA 0.1 % plv, tween-20 0.4 % v/v, EDTA 1 mM, azida sodica 2 % p/v, Tris/HCI
10 mM pH 7.5, NaCl 100 mM) a TA durante 0.5 h con agitacién constante y como
paso siguiente, con el correspondiente anticuerpo primario a 4°C durante 16 h.

Para efectuar los lavados del anticuerpo primario, se realizaron 3 ciclos de
lavado de 5 min con TBS-Tween.

Tras los lavados, las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario
respectivo a TA durante 2 h y con agitacién constante. Seguidamente, se efectuaron
dos lavados de 10 min con TBS-Tween y un lavado con PBS.

Como ultimo paso, se revelaron las membranas. El revelado de las membranas
consistio en la incubacion de las membranas en solucion de revelado (Tris/HCI
40 mM pH 8.7, luminol 2.5 mM, acido p-cumarico 0.4 mM, H202 0.02 % v/v) y la
adquisicion de las imagenes pertinentes mediante el equipo de fluorescencia y
quimioluminiscencia Amersham Imager 600 series.

La cuantificacion de bandas por densitometria se realiz6 mediante el programa

Image J (v.1.45) del NIH, de modo de normalizar los valores de densidad de pixeles
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de las bandas de las proteinas de interés en funcién de la expresion de los controles

de carga.

Tabla 2. Anticuerpos utilixados en los ensayos de WB

Anticuerpo secundario

Proteina . . . g : :
blan Anticuerpo primario . conjugado a peroxidasa
=l : (HRP)

c-Fos Anti-c-Fos (cc-)nejo), policlonal, Anti- IgG conejo, 1:5000
1:1000

c-Fos Anti-c-Fos (raton), monoclonal, Anti- IgG ratén, 1:2000
1:1000

c-Jun Anti-c-Jun (conejo), policlonal, Anti- 1gG conejo, 1:5000
1:1000

ERK Anti-ERK (conejo), policlonal, Anti- 1gG conejo, 1:5000
1:1000

o-ERK Anti-p-ERK (ra-ton), monoclonal, Anti- IgG ratén, 1:2000
1:500

FKBP52 UP30, policlonal, 1:2000 Anti- IgG conejo, 1:5000

FKBP51 MDG19 (ratén), monoclonal,1:500 Anti- IgG raton, 1:2000

FKBP51 Anti-FKBP51 (c-onejo), monoclonal, Anti- IgG conejo, 1:5000
1:1000

a/p-Hspoo | ANt/ B'HSP901(_r5a0tg”)’ monocional, - i 19G ratén, 1:2000

HSP70 Anti-HSP70 (cc?nejo), monoclonal, Anti- IgG conejo, 1:5000
1:1000

MMP-2 Anti-MMP2 (Cﬁgg‘(‘)’g’ monoclonal, ALt 19G conejo, 1:5000
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MMP-9 Anti-MMP2 (conejo), monoclonal, Anti- 1gG conejo, 1:5000
1:2000
GADPH Anti-GADPH (raton), monoclonal, Anti- 1gG ratén, 1:2000
1:1000
B-tubulina A”t"ﬁ't“b“"”a1ffg88)’ monoclonal, - Anii. 19G ratén, 1:2000

4.6. Inmunofluorescencia indirecta (IFl)

Luego del tratamiento correspondiente, las células se lavaron con PBS y se
fijaron con PFA 3 % v/v en PBS a TA durante 30 min. Tras la fijacion, se agrego
glicina 1 % v/iv en PBS con el fin de frenar el entrecruzamiento de proteinas
promovido por PFA. Se realizaron dos lavados con PBS y las células se
permeabilizaron mediante el uso de tween 0.1% v/v en PBS durante 5 min.

A continuacién de la permeabilizacion, se realizaron nuevos lavados con PBS y
se efectud el bloqueo con la solucién AFI (BSA 0.5 % v/v, tween-20 0.2 % v/v, azida
sodica 0.1 % vlv, tris 50 mM pH 8).

El siguiente paso consistio en incubar los cubreobjetos con las células adheridas
a una de sus caras con los anticuerpos primarios pertinentes en solucion AFl a 4°C
durante 16 h. Luego de tres lavados con PBS, se realizé un nuevo bloqueo con BSA
1 % v/v en PBS de 20 min y seguidamente, la incubacion con los anticuerpos
secundarios conjugados con un fluoréforo en solucion BSA 1 % v/v de bloqueo a
37°C durante 1.5 h.

Por udltimo se implementé una tincion nuclear incubando los cubreobjetos
durante 15 min con una solucién 1 mg/ml de DAPI en PBS. Tras tres lavados con
PBS, los cubreobjetos fueron montados sobre portaobjetos utilizando el medio de

montaje Mowiol.
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Las preparaciones de inmunofluorescencia indirecta se observaron mediante un
microscopio de epifluorescencia Olympus IX71 empleando un objetivo de inmersion
60x. Para los distintos fluorocromos se usaron los cubos correspondientes.

El analisis de imagenes se realizé con el programa informatico Image (v.1.45)
cuantificando alrededor de 50-100 células por condicion.

En base a una escala arbitraria de distribucion subcelular de c-Fos, se

contabilizaron como positivas aquellas células que correspondieran a la categoria 4.

Tabla 3: Anticuerpos utilizados en los ensayos de IF

Proteina blanco Anticuerpo primario Anticuerpo secundario
Anti-c-Fos (conejo), policlonal, Anti-lgG conejo - Alexa
c-Fos
1:50 488 nm, 1:1000
Anti-c-Fos (raton), Anti-lgG raton - Alexa 568 nm,
c-Fos
monoclonal, 1:50 1:500
Anti-lgG conejo - Alexa
FKBP52 UP30, policlonal,1:100
488 nm, 1:1000
MDG19 (ratdn), monoclonal, : Anti-IgG raton - Alexa 568 nm,
FKBP51
1:50 1:500
Anti-FKBP51 (conejo), Anti- IgG conejo - Alexa
FKBP51
monoclonal, 1:100 488 nm, 1:1000

4.7. Co-Inmunoprecipitacion

Las células fueron sembradas en placas de cultivo de 100 mm de diametro.
Alcanzada una confluencia del 70 %, se deprivaron de suero por 24 h y se indujeron

con PMA 100 ng/ml durante 1.5 h.
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Las placas se lavaron dos veces con PBS frio y se cosecharon las células
utilizando un rastrillo plastico. Seguidamente, se centrifugaron a 2.500 x g a 4°C
durante 5 min, se descartd el sobrenadante y el precipitado se resuspendid en
solucion de lisis para inmunoprecipitaciones (Na:MoOs 20 mM, EDTA 1 mM,
HEPES 10mM pH 7.4). Se utilizé un homogenizador manual (tipo Dounce) para
favorecer la ruptura celular. El homogenato se centrifugd a 12.000 x g a 4°C durante
10 min y el sobrenadante resultante se fracciono en tres alicuotas: INPUT, fraccion
inmune (l) y fraccion no inmune (NI).

Las muestras correspondientes a la inmunoprecipitacion especifica (I) se
suplementaron con 200 ng del anticuerpo de interés; mientras que al control no
especifico (NI) se le adicion6 200 ng IgG de raton .

Asimismo, junto con el anticuerpo o IgG de raton, se agrego una solucién de
proteina A-Sefarosa 50 % p/v en PBS (Sigma), ambas fracciones (I y NI) se
incubaron a 4°C durante 3 h con rotacién constante. Luego se realizaron a 3 ciclos
de centrifugaciones y lavados con la solucion lisis para inmunoprecipitacion.

Finalmente, al precipitado y al INPUT, se le agreg6 una solucién tamponada de
siembra 2x (Tris/HCI 125 mM, glicerol 10 % v/v, SDS 2 % v/v, 3-mercaptoetanol 5 %
v/v, azul de bromofenol 0.25 % v/v) o 4x (Tris/HCI 250 mM, glicerol 20 % v/v, SDS
4 % vlv, B-mercaptoetanol 10 % v/v, azul de bromofenol 0.25 % v/v) para proteinas,

respectivamente. Dichas muestras se calentaron a 100°C por 5 min.

4.8. Fraccionamiento subcelular

Las células BeWo fueron crecidas en placas de 10 cm. Al llegar a confluencia, se
estimularon y se lavaron 2 veces con PBS frio. Luego, se removieron de la
superficie de la placa mediante la accibn mecanica de rastrilos y se
homogeneizaron en una solucion de lisis A (HEPES 10 mM, MgClz 1.5 mM, KCI 10
mM, DTT 0.5 mM, igepal 0.1 % v/v, coctel de inhibidores de proteasas y fosfatasas)
efectuando con la pipeta automatica, 20 subidas y bajadas con la pipeta automatica.

Paso siguiente, el homogenato celular se centrifugd a 15.000 x g por 2 min. A partir
72



del sobrenadante, se obtuvo la fraccién citosdlica y el precipitado se resuspendio en
una solucion B (HEPES 10mM, MgCl. 1.5 mM, NaCl 420 mM, EDTA 0.2 mM, DTT
0.5 mM, glicerol 50 % vl/v, coctel de inhibidores de proteasas y fosfatasas). Luego de
una incubacién de 20 min con ciclos de agitacion intercalados, se centrifugd a

10.000 x g por 15 min. Del sobrenandante resultante, se obtuvo la fraccion nuclear.

4.9. Ensayo de cambio en la movilidad electroforética (EMSA)

La actividad de union de AP-1 a su secuencia consenso de ADN fue evaluada
por la técnica de EMSA utilizando algunos de los reactivos del kit LightShift
Chemiluminescent (Thermo Scientific). Se emplearon fracciones nucleares
procedentes de cultivos celulares expuestos a distintos tratamientos previos.

La sonda consenso de AP-1 se biotinilé en su extremo 3’ terminal mediante la
acciéon de la enzima Tdt y se purifico mediante el empleo de la mezcla
cloroformo:isoamilico (24:1).

Para la reaccion de interaccion ADN-proteina, las fracciones nucleares se
preincubaron a 4°C durante 10 min con la solucion de union (Tris/HClI 10mM pH 7.5,
glicerol 20 % v/v, MgCl> 1M, EDTA 0.5 mM, DTT 0.5 mM, NaCl 50 mM, poly (dI-dC)
0.05 mg/ml). Luego, 25 fmoles de sonda marcada fueron adicionados a las mezclas
de reaccion y se incubaron a TA durante 20 min. Para ensayos de “super-shift”, se
realizé una preincubacion de las fracciones nucleares con anticuerpos o proteinas
purificadas a 4°C durante 1 h .

Las muestras se resolvieron en geles de 6 % de acrilamida/bisacrilamida
empleando el tampon de corrida TBE 0.5 x (tris 40 mM, H3BO3 40 mM , EDTA 1mM)
durante 2.5 h a 150 V y a una temperatura de 0°C. Una vez finalizada la corrida, se
efectué una transferencia semiseca (15 V, 400 mA) a una membrana de alta
afinidad por acidos nucleicos (Hybond N+ membrane) y seguidamente, se fijé
fisicamente el ADN a la membrana por radiacion UV. El revelado se realiz6

incubando la membrana con streptovidina-peroxidasa en solucién de bloqueo (SDS
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5 % viv, NaCl 0.125 M, Na:HPO4 2 mM, NaH2POs 1 mM) y luego de varios lavados,

la membrana se escane? utilizando el equipo Amersham Imager 600 series.

4.10. Ensayos de zimografia

El presente protocolo fue adaptado de Fontana y colaboradores (2012). Las
células BeWo salvaje o clones estables (vector control, FKBP51) fueron sembradas
en placa de 6 pocillos a una densidad de 8 x 10* células. Transcurridos 24 h post-
siembra, dependiendo del caso, las células BeWo salvaje se transfectaron
transitoriamente. Alcanzado el 70-80 % de confluencia, se removié el medio de
cultivo y se agregé medio DMEN/ F12 libre de suero. Acto seguido, se realizé una
induccion con PMA a una concentracion final de 100 ng/ml, durante 24 h o 48 h.
Transcurrido este tiempo, se recolecté el medio condicionado y se centrifugd a
2.500 x g durante 5 min para eliminar las células en suspension. A continuacion, se
adicion6 al medio condicionado una solucion de siembra 4x (Tris/HCI 250 mM,
glicerol 20 % v/v, SDS 4 % vl/v, azul de bromofenol 0.25 % v/v).

La cantidad de medio condicionado sembrado se determind en funcién de la
cuantificacion de proteinas totales de los lisados celulares por el método de
Bradford.

Las proteinas de las muestras se resolvieron realizando una corrida
electroforética en gel de poliacrilamida desnaturalizante co-polimerizado con
gelatina (acrilamida/bisacrilamida 10 % p/v, gelatina 0.1 % p/v, Tris/HCI 375 mM
pH 8.7, SDS 0.1 % p/v), de 0.75 mm de espesor. Las condiciones de la corrida
fueron: voltaje constante a 80 V hasta que las muestras atravesaron el gel
concentrador (acrilamida/bisacrilamida 4 % p/v, Tris/HCI 125 mM pH 6.8, SDS 0.1 %
p/v), seguido de un voltaje a 100 V hasta alcanzar la resolucién necesaria. La
corrida se llevé a cabo en solucion de corrida (glicina 1.92 M, SDS 1 %, tris base

0.25 M).
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Una vez finalizada la corrida, los geles se lavaron en primera instancia con una
solucion de tritdn X-100 2.5 % v/v en 2 ciclos de 30 min cada uno, y posteriormente,
con solucién de recuperacién (Tris/HCI 50 mM pH 7.5, CaCl2 30 mM, NaCl 0.15 mM)
dos veces durante 30 min. La porcién de gel con el marcador de peso molecular fue
reservada en la solucién decolorante (metanol 30 % v/v, acido acético 10 % v/v)
durante 20 min y luego, pasada a agua bidestilada.

Se utilizdé la misma solucién de recuperacion para incubar los geles a 37°C
durante 18 h, teniendo la cautela de contar con un control negativo de MMPs. Para
ello, se agregdé un quelante de cationes divalentes (EDTA 40 mM) al medio de
incubacion de uno de los geles de la dupla.

El revelado de los geles se efectu6 mediante una solucién de tincion (azul de
Coomassie brillante R-250 0.5 % p/v, metanol 30 % v/v, acido acético 10 % v/v) a
TA durante 30 min. Una vez tehidos, se destifieron para hacer visibles las bandas
de degradacion mediante dos lavados de 20 min con solucion decolorante. Para una
mayor definicion de las bandas, se dejo reposar los geles en agua bidestilada. La
imagen se obtuvo utilizando el equipo Amersham Imager 600 series y las bandas de
degradacion de gelatina se cuantificaron utilizando el programa informatico Image J

(v.1.45) del NIH.

4.11. Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA)

Dependiendo del estimulo utilizado, las células BeWo fueron sembradas en
placas de 6 o 24 pocillos, a una densidad de 8 x 10* o 3x10° células por pocillo,
respectivamente.

Para la obtencion y procesamiento del medio condicionado, se implementé el
mismo protocolo del ensayo de zimografia. La concentracion de IL-6 en el medio
condicionado fue determinada mediante un producto comercial de ELISA (Roche

Life Science). Siguiendo el protocolo, indicado por los proveedores, se agregé la
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solucion de lavado (PBS 1x, tween-20 0.05 % v/v) y seguidamente la solucion de
bloqueo (PBS 1x, SFB 10 % v/v pH 7) a los pocillos de la placa ELISA durante 1 h a
TA. Se efectuaron nuevos lavados, y se incubaron las diluciones seriadas de los
estandares de interleuquinas y las muestras diluidas en solucion de bloqueo durante
1 h a TA. Tras los lavados, se agrego la solucion de bloqueo con anticuerpos de
deteccién y estreptovidina-HRP. Tiempo después, se afiadio la solucidén sustrato
(tampodn citrato-fosfato pH 5, OPD 1 mg/ml, H202 0.025 % v/v) y se incubd en la
oscuridad hasta el desarrollo de color amarillo pardo. La reaccion se frend con
H2S04 2N y la absorbancia se midié a 490 nm.

Los resultados obtenidos fueron normalizados por la cantidad de proteina total

en cada pocillo.

4.12. Purificacion de FKBP52-GST

La purificacion de la proteina GST y hFKBP52-GST se efectué partiendo de
cultivos de bacterias Escherichia coli BL21 transformadas con los plasmidos
pGEX-GST o pGEX-hFKBP52-GST, cuya DO a 600 nm se encontraba entre 0.4 y
0.6. Dichos cultivos fueron inducidos por incubacion con IPTG a una concentracion
final de 1 mM a 37°C durante 4 h con agitacién constante (200 rpm). Las bacterias
se cosecharon por centrifugacién a 10.000 x g a 4 °C durante 5 min y el precipitado
resultante se resuspendio en solucion de lisis HKE (HEPES 50 nM pH 7.5, acetato
de sodio 10 mM, EDTA 1mM) seguido de 5 ciclos de sonicado de una duracién de
20 s intercalados con periodos de reposo. Todo el proceso fue realizado en hielo. El
sobrenadante, obtenido por centrifugacion a 10.000 x g a 4°C durante 15 min, fue
incubado con resina GSH-agarosa a 4°C durante 2 h con rotacién constante.
Transcurrido dicho tiempo, la resina se recuperd por centrifugacion a 5.000 x g
durante 5 min. Se efectuaron dos ciclos de lavados de 30 min con una solucion que
contenia HEPES 10mM y NaCl 1M; acto seguido, la astrigencia de los lavados se

incrementd, implementando 4 ciclos de 10 min con la solucién de lisis HKE. La
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elucién de la proteina FKBP52-GST se realizé por incubacién con la solucién de

elucién (glutation 25 mM pH 8, HEPES 5 mM).

5. Evaluacion de viabilidad celular

Este protocolo esta basado en el ensayo de proliferacion celular descripto por
Scudiero (1988) y Silvester (2011).

Las células HEK-293T y BeWo fueron sembradas en placas de 96 pocillos a una
densidad de 2 x 10* o 8 x 10* células por pocillo, respectivamente. Posterior a la
siembra, las células fueron tratadas con los compuestos a evaluar durante un lapso
de tiempo dependiente de la linea celular y las drogas ensayadas.

Para determinar la viabilidad celular, las células se incubaron con MTT a una
concentracion final de 125 ug/ml a 37° C durante 1 h. Luego de remover el medio de
cultivo, se resuspendidé el colorante en 100 ul de DMSO por pocillo. Se midié la
absorbancia a 562 nm y 630 nm, empleando el lector de microplaca RAYTO
RT-6000.

Para el andlisis de datos, se resto el valor de absorbancia de 630 nm y luego, se
normalizaron los datos al valor promedio de absorbancia del grupo de células

tratadas con el vehiculo (a las cuales se le asigno el valor arbitrario del 100 %).

Las células BeWo o clones estables fueron sembrados en placas de 6 pocillos a
una densidad de 1x10° células por pocillo. Posterior a la siembra, las células BeWo
fueron transfectadas en forma transitoria utilizando el reactivo PEI y tras 24 h, se
deprivaron de suero. Al dia siguiente, se repuso medio de cultivo completo. Luego
de 72 h en condiciones Optimas de cultivo, se efectud el conteo de células por el
meétodo de exclusidon de captacion del azul de tripan 0.4 % v/v o recuento de células

viables.
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6. Evaluacion del crecimiento celular a largo plazo: Ensayo de

colonias

Para obtener colonias aisladas, se sembraron placas de 6 pocillos a una
densidad de 2x102 células por pocillo. Tras 10 dias de cultivo en condiciones
optimas, las colonias se contrastaron por coloracién con azul violeta 0.1 % v/v. Las
imagenes se obtuvieron utilizando el equipo Amersham Imager 600 series y las
colonias se cuantificaron utilizando el programa informatico Image J (v.1.45) del
NIH.

Este ensayo se realizd para los clones de expresion estable obtenidos como se

explico en el punto 2.4 de la seccién Resultados.

7. Analisis bioinformatico del acoplamiento molecular de

FKBPS52 - ligando

El analisis de la union in silico de FKBP52-ligando se realiz6 mediante el uso de
dos estructuras tridimensionales del dominio FK1 y FK2 de FKBP52 libre (PDB:
1Q1C) o unida a FK506 (PBD:4LAX).

Las estructuras quimicas de los ligandos EGCG y FK506 se dibujaron con el
programa Marvin Sketch

Para la determinacion de las coordenadas de la grilla de union del complejo, se
ubicaron espacialmente los residuos aminoacidos reportados como claves para la
configuracion estructural y funcional del dominio PPlasa empleando la aplicacién
Autodock Mgltools.

Las energias de union de los complejos FKBP52-ligando fueron calculados y

ordenados de menor a mayor por la aplicacion AutodockVina.
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8. Analisis de datos y procesamiento estadistico

Los datos cuantitativos se expresan como el promedio de cada valor
acompanado de la desviacidn estandar, segun se indica en cada experimento
concreto.

Los resultados fueron analizados por la prueba de analisis de varianza (ANOVA)
de uno o dos factores empleando el programa Graphpad Prism 6.1 seguido por la
prueba de Turkey para examinar diferencias entre grupos. Se consideraron las

diferencias como estadisticamente significativas cuando se obtuvo un p < 0.05.
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RESULTADOS

CAPITULO 1: Mecanismo de accién regulatoria de las FKBPs
sobre AP-1.

CAPITULO 2: Efectos bioldgicos de la regulacion de las
FKBPs sobre AP-1y NF-kappaB.

CAPITULO 3: Efectos funcionales de EGCG sobre la accién
regulatoria de FKBP52 descripta para los factores de

transcripcion AP-1 y NF-kappaB.
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1. Mecanismo de accion regulatoria de las FKBPs
sobre AP-1

1.1. Estudio de la fosforilacion de las quinasas ERK y JNK

mediado por las FKBPs

En virtud de preservar la homedstasis, las células de un organismo son
capaces de responder a cambios fisicos y quimicos del ambiente que las rodea
(Risco y Cuenda, 2012). Para poder responder a estos cambios, una de las vias
de transduccion de sefiales mas amplia, presente en células eucariotas, es la via
de la familia de las MAPKs. Como previamente se ha mencionado en la
Introduccion, esta familia de Ser-Thr quinasas pueden ser activadas por un gran
numero de estimulos extracelulares, tales como radiacion ionizante, presencia de
EROs, citoquinas, factores de crecimiento, hormonas, entre otros. La activacion
de las MAPKs regula, en ultimo término, la transcripcion de genes, sintesis de
proteinas, maquinaria del ciclo celular, metabolismo celular y muerte celular.

Las MAPKSs de la subfamilia ERK, ERK 1y ERK 2, presentan un alto grado de
homologia y se expresan ubicuamente en mamiferos (Boulton y Cobb, 1991). En
estado basal, ambas quinasas se localizan principalmente en el citoplasma y se
activan por fosforilacion frente a estimulos mitogénicos y factores de crecimiento.
Una vez activadas, translocan al nucleo donde actuan sobre sus proteinas
sustratos tales como los factores de transcripcion Elk-1, c-Fos y Ets 1/2 (Seger,
2006).

Las JNKs forman parte de otra subfamilia de MAPKs. Cuentan con tres
isoformas, entre las cuales JNK 1y JNK 2 se distribuyen de forma ubicua y JNK 3
aparece preferentemente en cerebro (Chen, 2001). Esta reportado que estas

quinasas se activan fundamentalmente en respuesta a estimulos de estrés
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celular como choque térmico o dafios del ADN, citoquinas pro-inflamatorias e
irradiacion (Junttila, 2008). Sus sustratos clasicos son factores de transcripcion
como c-Jun y proteinas anti-apoptoticas, Bcl-2 y Bel-xL (Raman, 2007).

Entre la variedad de estimulos extracelulares que inducen a la via de las
MAPKSs, utilizaremos al éster de forbol PMA como estimulo central de los
ensayos. Se sabe que el PMA media la fosforilacién tanto de ERK como JNK a
través de un mecanismo dependiente de la quinasa receptora de agentes
promotores de tumores, PKC (Ueda, 1996; Lewis, 1998; Lopez-Bergami, 2008).

Con el objetivo de estudiar la modulacion de las FKBPs sobre la sefalizacion
de las de MAPKSs, se caracterizo la fosforilacion de ERK 1/2 por ensayos de WB.
La estrategia que se adoptd para tal fin consisti6 en evaluar los niveles de
proteinas de p-ERK y ERK 1/2 a distintos tiempos de induccién con PMA
(100 ng/ml). Si bien esta documentado que, tratamientos cortos con ésteres de
forbol generan una rapida induccion de ERK en la mayoria de tipos celulares,
haremos foco en tiempos mas prolongados con la intencion de analizar si FKBPs
modifican el patron tardio de activacién de ERK (Hoshi, 1989).

Paralelamente, nos interesdé determinar si los efectos observados de las
FKBPs sobre la quinasa ERK podrian ser el resultado de la contribucion funcional
de su dominio PPlasa. Para resolver estos interrogantes, realizamos
transfecciones de mutantes puntuales del dominio PPlasa de las FKBPs que
presentan la particularidad de carecer de actividad PPlasa.

Centrandonos, en primera instancia, sobre los efectos de FKBP52 a nivel de
la fosforilacién de ERK, observamos que esta INM incrementa los niveles de ERK
1/2 fosforilado durante un intervalo de tiempo mayor a 90 min, en comparacion al
grupo control. En contraste, al sobreexpresar la mutante puntual de FKBP52
(FKBP52 F130Y) se pierde el aumento sostenido de la fosforilacion de ERK
mediado por FKBP52 salvaje (Figura 13). Estas observaciones nos sugieren que
podria existir una regulacion postraduccional de ERK via FKBP52, que seria

dependiente de la actividad enzimatica del dominio PPlasa.
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Figura 13. Efectos de FKBP52 sobre la fosforilacion de ERK 1/2

A. Analisis de los niveles de ERK 1/2 y p-ERK 1/2 en células BeWo transfectadas con los plasmidos pCl-Neo (grupo
control, puntuacién: circulo negro), pCl-Neo-hFKBP52 (grupo FKBP52, puntuacion: triangulo negro) o pCl-Neo-hFKBP52
F130Y (grupo FKBP52 F130Y, puntuacion: triangulo blanco). Tras 24 h de deprivacion de suero, las células se incubaron
con PMA (100 ng/ml) durante distintos tiempos comprendidos en el intervalo de 0-120 min.

B. Densitometria de bandas expresadas como el cociente de p-ERK/ERK 1/2 a lo largo del tiempo ensayado (promedio *
desvio estandar). Los resultados son representativos de 4 experimentos independientes. El asterisco (*) y el numeral (#)
indican diferencias significativas entre condiciones determinadas por la prueba estadistica de Anova (p<0.05). El asterisco
(*) compara valores con el grupo control a un tiempo dado mientras que el numeral (#) toma como parametro al grupo

FKBP52.

Con el fin de corroborar la intervencion del dominio PPlasa de FKBP52 sobre
la activacion de ERK 1/2 empleamos la droga FK506 (1 uM). Este agente
farmacolégico es capaz de unirse al sitio activo del dominio PPlasa de las FKBPs,
bloqueando estéricamente la unién al sustrato e inhibiendo, en consecuencia, su
actividad enzimatica.

La Figura 14 muestra los efectos de FKBP52 sobre la fosforilacién de ERK en
presencia de FK506. En similitud con los efectos de la mutante de FKBP52
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F130Y, el pretratamiento con FK506 provoco una inhibicién de la fosforilacién de
ERK mediada por FKBP52.
Estos resultados nos confirman que la actividad enzimatica del dominio

PPlasa de FKBP52 tendria un rol activo sobre la fosforilacion de la quinasa ERK.
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Figura 14. Efectos de FKBP52 sobre la fosforilacion de ERK 1/2, en presencia del inhibidor FK506

A. Analisis de los niveles de ERK 1/2 y p-ERK 1/2 en células BeWo transfectadas con los plasmidos pCl-Neo (grupo
control, puntuacion: circulo negro) o pCl-Neo-hFKBP52 (grupo FKBP52, puntuacion: triangulo negro). Tras 24 h de
deprivacidon de suero, las células se preincubaron, en algunos casos con FK506 (grupo FKBP52 + FK506, 1 pM,
puntuacion: triangulo blanco y negro), y luego se trataron con PMA (100 ng/ml) durante distintos tiempos comprendidos en
el intervalo de 0-120 min.

B. Densitometria de bandas expresadas como el cociente de p-ERK/ERK 1/2 a lo largo del tiempo ensayado (promedio *
desvio estandar). Los resultados son representativos de 3 experimentos independientes. El asterisco (*) y el numeral (#)
indican diferencias significativas entre condiciones determinadas por la prueba estadistica de Anova (p<0.05). El asterisco
(*) compara valores con el grupo control a un tiempo dado mientras que el numeral (#) toma como parametro al grupo

FKBP52. sin pretratamiento con FK506.

Por otro lado, cuando se analizaron los efectos de FKBP51 sobre la
fosforilacion de ERK no se obtuvieron diferencias significativas con el grupo
control siendo este proceso independiente de la actividad enzimatica del dominio

PPlasa de esta INM (Figura 15).
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Figura 15. Efectos de FKBP51 sobre la fosforilacion de ERK 1/2

A. Analisis de los niveles de ERK 1/2 y p-ERK 1/2 en células BeWo transfectadas con los plasmidos pCI-Neo (grupo
control, puntuacién: circulo negro), pCl-Neo-Flag-hFKBP51 (grupo FKBP51, puntuacion: cuadrado negro) o
pCl-Neo-Flag-hFKBP51 FD67/68DV (grupo FKBP51 FD67/68DV, puntuacion: cuadrado blanco). Tras 24 h de deprivacion
de suero, las células se incubaron con PMA (100 ng/ml) durante distintos tiempos comprendidos en el intervalo de
0-120 min.

B. Densitometria de bandas expresadas como el cociente de p-ERK/ERK 1/2 a lo largo del tiempo ensayado (promedio *

desvio estandar). Los resultados son representativos de 4 experimentos independientes.

De forma similar al efecto de FKBP52 sobre la activacion de ERK, se detect6
un efecto positivo esta INM sobre la fosforilacion de JNK, prolongando su estado

fosforilado por mas tiempo que el control (Figura 16).
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Figura 16. Efectos de las FKBPs sobre la fosforilacion de JNK

A. Analisis de los niveles de p-JNK en células BeWo transfectadas con los plasmidos pCl-Neo (grupo control, puntuacion:
circulo negro) o pCl-Neo-hFKBP52 (grupo FKBP52, puntuacién: triangulo negro). Tras 24 h de deprivacién de suero, las
células se incubaron con PMA (100 ng/ml) durante distintos tiempos comprendidos en el intervalo de 0-120 min.

B. Densitometria de bandas expresadas como el cociente de p-JNK/GAPDH a lo largo del tiempo ensayado (promedio +
desvio estandar), normalizadas al tiempo inicial de cada condicion. Los resultados son representativos de 3 experimentos
independientes. El asterisco (*) indica diferencias significativas con el grupo control para un tiempo dado, determinadas

por la prueba estadistica de Anova (p<0.05).

Los resultados hasta aqui presentados indican que FKBP52 prolonga
temporalmente la activacion de ERK e incrementa los valores de p-JNK. El efecto
de FKBP52 sobre los niveles de p-ERK es dependiente de la actividad enzimatica
de su dominio PPlasa. Por otro lado, no se detectd un efecto significativo de
FKBP51, distinto del grupo control, sobre la fosforilacion de ERK.

Considerando que ERK y JNK son las quinasas responsables de fosforilar a
c-Fos y c-Jun respectivamente, y esto representa el primer paso en activacion de
estos FTs, podriamos especular que FKBP52 también tendria un papel
importante en pasos subsecuentes, como ser la estabilidad, localizacion
subcelular y actividad biolégica de ambos FTs (Hunter, 1992; Hill, 1995; Karin,
1995; Monje, 2003).
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1.2. Modulacion de los niveles proteicos de c-Fos

El factor de transcripcion c-Fos esta codificado por un IEG. Estos tipos de
genes se inducen con rapidez y en forma transitoria, como respuesta a una
vairedad de estimulos celulares. La proteina c-Fos es una proteina inestable que
una vez sintetizada se acumula en forma transitoria.

Por ensayo de WB, encontramos que la maxima cantidad de proteina total de

c-Fos se alcanza a los 90 min posteriores a la induccion con PMA (Figura 17).

Tiempo (min) 0 30 60 90 120 180

C-FOS

GADPH S S S — - —

Figura 17. Los niveles de proteina c-Fos aumentan por induccién con PMA
Andlisis de los niveles totales de la proteina c-Fos en células BeWo inducidas con PMA (100 ng/ml) durante distintos
tiempos comprendidos en el intervalo de 0-180 min. Las flechas del borde derecho de la figura sefialan el peso molecular

de las bandas correspondientes a la proteina c-Fos.

Paso siguiente, se procedié a comparar los niveles totales de c-Fos entre el
grupo control y aquel que sobreexpresaba FKBP52, a los 90 min posteriores a la
induccién con PMA. El analisis de datos por WB demostré que altos niveles de
FKBP52 se corresponden con altos niveles de c-Fos, significativamente mayores

al grupo control y que dicho efecto es estimulo dependiente (Figura 18).
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Figura 18. Efectos de FKBP52 sobre los niveles proteicos de c-Fos

A. Anadlisis de los niveles totales de la proteina c-Fos en células BeWo transfectadas con los plasmidos pCl-Neo o
pCl-Neo-hFKBP52. Tras 24 h de deprivacion de suero, las células fueron incubadas con (+) o sin (-) PMA (100 ng/ml)
durante 90 min.

B. Densitometria de bandas expresadas como niveles totales de la proteina c-Fos (promedio + desvio estandar),
normalizadas al tiempo inicial del grupo control (cuyo valor arbitrario corresponde a 1). Los resultados son representativos
de 5 experimentos independientes. El asterisco (*) indica diferencias significativas con el grupo control inducido con PMA,

determinadas por la prueba estadistica de Anova (p<0.05).

Para analizar con mas detalle la regulacion de FKBP52 sobre los niveles
totales de c-Fos, analizamos como variaban las cantidades totales de proteina
c-Fos a lo largo del tiempo. En condiciones de sobreexpresién de FKBP52,
registramos mayores niveles totales de c-Fos, en comparacion al grupo control,
en el rango temporal comprendido entre 90-120 min de induccion con PMA.
(Figura 19). De igual manera, abordamos el estudio de los efectos de la
sobreexpresion de FKBP51. Para este caso, no encontramos cambios

significativos con respecto al grupo control (Figura 19).
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Figura 19. Efectos de FKBPs sobre los niveles proteicos de c-Fos

A. Andlisis de los niveles totales de la proteina c-Fos en células BeWo transfectadas con los plasmidos pCl-Neo (grupo
control, puntuacién: circulo negro), pCl-Neo-Flag-FKBP51 (grupo FKBP51, puntuaciéon: cuadrado negro) o
pCl-Neo-hFKBP52 (grupo FKBP52, puntuacion: triangulo negro). Tras 24 h de deprivacion de suero, las células se
incubaron con PMA (100 ng/ml) durante distintos tiempos comprendidos en el intervalo de 0-120 min.

B. Densitometria de bandas expresadas como niveles totales de la proteina c-Fos (promedio + desvio estandar),
normalizadas al tiempo inicial del grupo control. Los resultados son representativos de 4 experimentos independientes. El
asterisco (*) indica diferencias significativas con el grupo control para un tiempo dado, determinado por la prueba

estadistica de Anova (p<0.05).

Con el fin de comprobar si los efectos observados de las FKBPs sobre la
regulacion de los niveles de la proteina c-Fos tienen relacion con el dominio
PPlasa, se repitieron los ensayos evaluando en el tiempo los niveles totales de
c-Fos luego de la transfeccidén de las mutantes puntuales del dominio PPlasa de
las FKBPs.

Conforme a lo esperado, la inhibicidn de la actividad enzimatica del dominio

PPlasa de FKBP52 provocd una pérdida del efecto regulatorio positivo de
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FKBP52 sobre los niveles totales de c-Fos, sin cambios en su cinética de

activacion (Figura 20).
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Figura 20. FKBP52 regula los niveles de proteina de c-Fos en forma dependiente de su actividad PPlasa

A. Andlisis de los niveles de la proteina c-Fos en células BeWo transfectadas con los plasmidos pCl-Neo (grupo control,
puntuacion: circulo negro), pCl-Neo-FKBP52 (grupo FKBP52, puntuacion: triangulo negro) o pCl-Neo-hFKBP52 F130Y
(grupo FKBP52 F130Y, puntuacion: cuadrado blanco). Tras 24 h de deprivacion de suero, las células se incubaron con
PMA (100 ng/ml) durante distintos tiempos comprendidos en el intervalo de 0-120 min.

B. Densitometria de bandas expresadas como niveles totales de la proteina c-Fos (promedio + desvio estandar),
normalizadas al tiempo inicial del grupo control. Los resultados son representativos de 4 experimentos independientes. El
asterisco (*) y el numeral (#) indican diferencias significativas entre condiciones determinadas por la prueba estadistica de
Anova (p<0.05). El asterisco (*) compara valores con el grupo control a un tiempo dado mientras que el numeral (#) toma

como parametro al grupo FKBP52.

Por el contrario, no se registraron cambios significativos en los niveles totales
de c-Fos entre las células que sobreexpresaban FKBP51 salvaje y aquellas que
sobreexpresaban la mutante puntual FKBP51 FD67/68DV, en ninguno de los

tiempos evaluados (Figura 21) .
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En suma, estos resultados ratifican el estrecho vinculo funcional entre el
dominio PPlasa de FKBP52 y los procesos que FKBP52 regula. Mas aun,
demostramos que FKBP51 no altera significativamente los niveles totales de
c-Fos ante el estimulo con PMA y que la actividad enzimatica de su dominio

PPlasa no estaria involucrada en esta instancia de la via de sefalizacion de

AP-1.
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Figura 21. FKBP51 regula los niveles de proteina de c-Fos en forma dependiente de su actividad PPlasa

A.Analisis de los niveles totales de la proteina c-Fos en células BeWo transfectadas con los plasmidos pCIl-Neo (grupo
control, puntuacién: circulo negro), pCIl-Neo-Flag-FKBP51 (grupo FKBP51, puntuacién: cuadrado oscuro) o
pCl-Neo-Flag-hFKBP51 FD67/68DV (grupo FKBP51 FD67/68DV, puntuacion: cuadrado blanco). Tras 24 h de deprivacion
de suero, las células se incubaron con PMA (100 ng/ml) durante distintos tiempos comprendidos en el intervalo de
0-120 min.

B. Densitometria de bandas expresadas como niveles totales de la proteina c-Fos (promedio + desvio estandar),

normalizadas al tiempo inicial del grupo control. Los resultados son representativos de 4 experimentos independientes.
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1.3. Regulacioén de la fosforilacion de c-Fos

Estudios previos indican que la proteina c-Fos es fosforilada en respuesta a
una variedad de estimulos, entre los que se incluyen ésteres de forbol (Lee,1994).
Como previamente observamos en la Figura 17, la induccién de células
trofoblasticas BeWo con PMA da lugar principalmente a dos bandas
correspondiente a la proteina c-Fos total (aproxidamente de 50 kDa y 70 kDa).
Continuando con el analisis de esta figura, nos preguntamos si la banda de 70
kDa corresponderia a la proteina c-Fos fosforilada como respuesta al estimulo de
PMA.

En este contexto, decidimos testear la identidad de la banda hiperfosforilada
mediante el tratamiento con fosfatasa alcalina (FA). Lisados de células BeWo
transfectadas con los plasmidos pCl-Neo o pCI-Neo-hFKBP52 se incubaron con
(+) o sin (-) FA durante 30 min a 37°C previo al ensayo de WB.

La incubaciéon con FA se tradujo en la pérdida de las bandas de alto peso
molecular de c-Fos, sugiriendo que el cambio de movilidad electroforética en las
muestras inducidas con PMA se debia primordialmente a la fosforilacion (Figura
22).

Curiosamente, se detect6 un mayor grado de fosforilacion de c-Fos por
sobreexpresion de FKBP52 previo al tratamiento con FA. Esta observacion nos
permitié especular que FKBP52 favoreceria niveles mas elevados de fosforilacion
que, en consecuencia, estabilizan a c-Fos y lo protege frente a la degradacién

proteosomica.
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Figura 22. FKBP52 favorece un mayor grado de fosforilaciéon de c-Fos

Andlisis de los niveles totales de la proteina c-Fos procedentes de lisados de células BeWo transfectadas con los
plasmidos pCl-Neo o pCl-Neo-hFKBP52. Tras 24 h de deprivacion de suero, las células se inducieron con PMA (100 ng/ml)
durante 90 min. Una vez obtenida las fracciones totales de cada una de las condiciones experimentales, éstas se
incubaron con (+) o sin (-) FA durante 30 min a 37°C . Las flechas del borde derecho de la figura sefialan el peso molecular

de las bandas correspondientes a la proteina c-Fos total.

1.4. Efectos de las FKBPs sobre la estabilidad de c-Fos y

c-Jun

C-Fos es una proteina inestable y de acumulacion transitoria. Tal como se
mostré en la Figura 17, c-Fos tiene una vida media corta que alcanza su
maximo nivel a los 90 min de induccion con PMA. Numerosos estudios
sefalan que la fosforilacion de c-Fos mediada por diversas quinasas (ERK 1/2,
RSK, ERK 5 y p38) afecta su estabilidad, localizacion subcelular, actividad
transcripcional e interaccién proteina-proteina (Chen, 1993; Deng, 1994;
Murphy, 2002; Tanos, 2005; Terasawa, 2003). En este contexto, c-Fos es
inicialmente fosforilada en dos posiciones del dominio C-terminal (S362 y
S374) por ERK 1/2 y RSK. Ambas modificaciones postraduccionales cumplen

un rol critico en la estabilidad de c-Fos.
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Teniendo en cuenta que c-Fos es una proteina regulada por fosforilacion y
que el grado de fosforilacién aumenta en condiciones de sobreexpresion del gen
fkbp4 bajo el estimulo de PMA, estudiamos la modulacion de las FKBPs sobre la
estabilidad de c-Fos. Para tal fin, redujimos el aporte de la sintesis de novo de
c-Fos empleando un inhibidor de sintesis proteica. Entre los reactivos disponibles,
optamos por puromicina dado que cicloheximida inhibe la actividad PPlasa de las

FKBPs (Christner,1999).
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Figura 23. El tratamiento con puromicina disminuye los niveles de c-Fos y c-Jun en funcién del tiempo

Andlisis de los niveles totales de las proteinas c-Fos y c-Jun procedentes de lisados de células BeWo transfectadas con el
plasmido A) pCIl-Neo (1 pg) o B) pCl-Neo-hFKBP52. Tras 24 h de deprivacion de suero, se pretrataron con puromicina
(1 pg/ml) durante 30 min y luego, se inducieron con PMA (100 ng/ml) durante 90 o 180 min.

La adicion de puromicina previo al estimulo con PMA produjo la disminucién
en la cantidad total de proteina de dos miembros de la familia de AP-1, c-Fos y

c-Jun. Tras 90 min de induccion con PMA, los niveles de c-Fos y c-Jun aumentan
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significativamente con respecto al tiempo cero. Una vez ocurrida la induccion de
AP-1, los niveles de proteina pasan a estar condicionados primordialmente por su
estabilidad. Tras 180 min de induccion con PMA, los niveles de c-Fos y c-Jun con
(+) puromicina decaen a niveles proximos de la condicion basal para la condicion
de células BeWo transfectadas con el plasmido pCl-Neo (Figura 23 A). Por el
contrario, en condiciones de sobreexpresion de FKBP52, los niveles de c-Fos se
mantienen constantes entre los 90 y 180 min, incluso cuando la sintesis de novo
esta inhibida con puromicina (Figura 23 B).
Seguidamente, se analizé la estabilidad de c-Fos en condiciones de

sobreexpresion de las FKBPs y en presencia de puromicina (Figura 24).

Tal como se observa en la figura 24, tras 90 min de induccién con PMA, los
niveles totales de proteina c-Fos fueron similares para las tres condiciones
experimentales (control, FKBP51 y FKBP52). Probablemente, esto responda a
los efectos de la puromicina. Bien podria suceder que, esta droga atenue el
aporte de novo de proteina c-Fos y por ende, reduzca las diferencias detectadas
previamente entre las condiciones ensayadas (Figuras 20 y 21). En contraste,
tras 180 min post-estimulacion con PMA, los niveles totales de proteina c-Fos
variaron en forma diferencial para FKBP51 y FKBP52. Por un lado, se percibio
una marcada caida de la cantidad total de la proteina c-Fos del grupo FKBP51 y
la condicién control. Por otro lado, en condiciones de sobreexpresion de FKBP52
se obtuvieron niveles sostenido de proteina c-Fos, con valores semejantes al
tiempo 90 min. Las observaciones anteriores sugieren que dado que el aporte de
novo de c-Fos esta inhibido, FKBP52 es mas efectivo estabilizando a c-Fos y
protegiéndolo frente a la degradacion. Mas aun, estos efectos de estabilizacidon
mediados por FKBP52 no se circunscribieron solamente a c-Fos sino que

también fueron observados en forma similar con c-Jun (Figura 25).

95



A CONTROL FKBP51 CONTROL FKBP52

Puromicina + + + + + + Puromicina + + + + + +
Tiempo {min) 0 9 180 O a0 180 Tiempa (min) 0 90 180 0 90 180
C-FOS C-FOS - =-
- = - v -
FKBP51 e e - FKBP52 e —

GADPH SRR S LU BN e GADPH

B " 3.0
S %
7
©
o8
EE
.E E
%
o w
o 5
2E o5
22
Z 0.0 r : '
0 50 100 150 200

Tiempo (min)

I'—ccwmo.-.—mpmi-ﬁﬁpi'l

Figura 24. Efectos de FKBPs sobre la estabilidad de c-Fos

A. Andlisis de los niveles totales de la proteina c-Fos en células BeWo transfectadas con los plasmidos pCl-Neo (grupo
control, puntuacién: circulo negro), pCl-Neo-Flag-FKBP51 (grupo FKBP51, puntuaciéon: cuadrado negro) o
pCl-Neo-hFKBP52 (grupo FKBP52, puntuacion: triangulo negro). Tras 24 h de deprivacion de suero, las células se
pretrataron con puromicina (1 pg/ml) y luego, se incubaron con PMA (100 ng/ml) durante distintos tiempos comprendidos
en el intervalo de 0-180 min.

B. Densitometria de bandas expresadas como niveles totales de la proteina c-Fos (promedio + desvio estandar),
normalizadas al tiempo inicial del grupo control. Los resultados son representativos de 4 experimentos independientes. El
asterisco (*) indica diferencias significativas con el grupo control para un tiempo dado, determinado por la prueba

estadistica de Anova (p<0.05).
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Figura 25. FKBP52 aumenta la estabilidad de c-Jun

A. Analisis de los niveles totales de la proteina c-Jun en células BeWo transfectadas con los plasmidos pCl-Neo (grupo
control, puntuacion: circulo negro) o pCl-Neo-hFKBP52 (grupo FKBP52, puntuacion: triangulo negro). Tras 24 h de
deprivacion de suero, las células se pretrataron con puromicina (1 pg/ml) y luego, se incubaron con PMA (100 ng/ml)
durante distintos tiempos comprendidos en el intervalo de 0- 180 min.

B. Densitometria de bandas expresadas como niveles totales de la proteina c-Jun (promedio + desvio estandar),
normalizadas al tiempo inicial del grupo control. Los resultados son representativos de 2 experimentos independientes. El
asterisco (*) indica diferencias significativas con el grupo control para un tiempo dado, determinado por la prueba

estadistica de Anova (p<0.05).

Para profundizar el papel que cumple el dominio PPlasa de las FKBPs
sobre la estabilidad de c-Fos, efectuamos un analisis de la estabilidad de
c-Fos a un unico tiempo de induccion con PMA (180 min), para el cual, ya
previamente habiamos registrado diferencias significativas entre el grupo

control y FKBP52 (Figura 26).
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Figura 26. FKBP52 regula estabilidad de c-Fos de manera dependiente de su actividad PPlasa

A. Andlisis de los niveles totales de proteina c-Fos en células BeWo transfectadas con los plasmidos pCl-Neo (grupo
control, columna blanca), pCl-Neo-hFKBP52 (grupo FKBP52, columna negra) o pCl-Neo-hFKBP52 F130Y (grupo FKBP52
F130Y, columna gris) . Tras 24 h de deprivacién de suero, las células se pretrataron con puromicina (1 yg/ml) y luego, se
incubaron con PMA (100 ng/ml) durante 180 min.

B. Densitometria de bandas expresadas como niveles totales de la proteina c-Fos (promedio + desvio estandar),
normalizadas al tiempo inicial del grupo control. Los resultados son representativos de 2 experimentos independientes. El
asterisco (*) y el numeral (#) indican diferencias significativas entre condiciones experimentales inducidas con PMA por la
prueba estadistica de Anova (p<0.05). El asterisco (*) compara valores con el grupo control estimulado con PMA mientras

que el numeral (#) toma como parametro al grupo FKBP52.

En consonancia con los resultados anteriores, no se observd la misma
cantidad total de la proteina c-Fos acumulada por FKBP52 (a los 180 min post-
estimulacién con PMA vy pretratamiento con puromicina) al sobreexpresar la
mutante puntual de FKBP52 F130Y. Estas observaciones permite relacionar a
FKBP52 con un incremento en la estabilidad de c-Fos, siendo esta regulacion
dependiente de su actividad PPlasa.

A continuacion, se determinaron las consecuencias de la sobreexpresion de

la mutante puntual de FKBP51 FD67/68DV sobre la estabilidad de c-Fos.

Previamente, detectamos que FKBP51 no modifica la vida media de la
proteina c-Fos, al menos, durante el intervalo de tiempo ensayado (Figura 26).
Aun asi, nos preguntamos si la inhibicidon de la actividad enzimatica del dominio

98



PPlasa de FKBP51 generaria un cambio visible en los niveles de c-Fos ante el
pretratamiento con puromicina. En la Figura 27, se observa que al sobreexpresar
la mutante FKBP51 FD67/68DV se detecta el mismo nivel de c-Fos alcanzado

por la condicion de FKBP51 salvaje.
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Figura 27. La actividad enzimatica del dominio PPlasa de FKBP51 no interviene en la estabilidad de c-Fos

A. Andlisis de los niveles totales de la proteina c-Fos en células BeWo transfectadas con los plasmidos pCl-Neo (grupo
control, columna blanco), pCl-Neo-Flag-hFKBP51 (grupo FKBP51, columna negra) o pCl-Neo-Flag-hFKBP51 FD67/68DV
(grupo FKBP51 FD67/68DV, columna gris) . Tras 24 h de deprivacion de suero, las células se pretrataron con puromicina
(1 pg/ml) y luego, se incubaron con PMA (100 ng/ml) durante 180 min.

B. Densitometria de bandas expresadas como niveles totales de la proteina c-Fos (promedio + desvio estandar),

normalizadas al tiempo inicial del grupo control. Los resultados son representativos de 2 experimentos independientes.

Englobando, los resultados del apartado 1.4 podemos concluir que FKBP52
cumple un importante rol en la estabilizacion de c-Fos y c-Jun. Este novedoso
mecanismo dependiente de FKBP52 se hace visible luego del pico maximo de
expresion proteica (90 min) y se mantiene al menos hasta las 180 min de
induccion con PMA. En cuanto a FKBP51, en base a los resultados obtenidos, no

intervendria en la regulacion de la vida media de c-Fos.
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1.5. Efectos de las FKBPs sobre la distribucion subcelular

de c-Fos

El transporte de c-Fos desde el citoplasma (donde es sintetizado) hacia el
nucleo (donde opera como parte del heterodimero AP-1) no es un proceso
espontaneo. Por el contrario, depende tanto de factores extracelulares como
intracelulares. Esta descripto que, en células deprivadas de suero, c-Fos se
acumula predominantemente en el citoplasma (Vriz, 1992). Sin embargo, una
vez activado por un estimulo especifico, c-Fos transloca al nucleo. La
activacién de PKA y/o las quinasas Ser/Thr de la cascada de las MAPKs
cumplen un rol activo en la distribucion subcelular de c-Fos (Roux, 1990;
Kolchl, 1991). Se especula que existiria un inhibidor Iabil del transporte de
c-Fos o de c-Jun. Entre los posibles candidatos, se encuentra la proteina IP-1.
Esta proteina preferentemente citoplasmatica interacciona con c-Fos y c-Jun,
siendo esta interaccidn reversible por fosforilacion de PKA, PKC y CAMKII
(Ca2+/Calmodulina Proteina quinasa Il) (Auwerx y Sassone Corsil, 1991).

Los resultados obtenidos en los apartados anteriores, nos llevaron a
plantear la importancia de evaluar la localizacion de c-Fos en condiciones de
sobreexpresion de las FKBPs mediante ensayos de inmunofluorescencia
indirecta. Por consiguiente, evaluamos la localizacion subcelular de c-Fos en
un intervalo de tiempo comprendido entre 0-180 min posteriores al estimulo
con PMA.

A partir del analisis de las imagenes de fluorescencia, se determind el
porcentaje del numero de células positivas, empleando una escala arbitraria
de distribucion subcelular de c-Fos que se muestra en la Figura 28. Cabe
mencionar que, solo se contabilizaron como positivas a aquellas células con

c-Fos nuclear (escala 4).
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Figura 28. Escala arbitraria de la distribucion subcelular de c-Fos
Imagenes de microscopia de fluorecencia correspondientes a la distribucion subcelular de c-Fos. Se clasificé
arbitrariamente la localizacion de c-Fos en 4 categorias: 1) Exclusivamente citoplasmatica, 2) Predominantemente

citoplasmatica, 3) Similarmente distribuido en nucleo y citoplasma y 4) Mayoritariamente nuclear.

Conforme a lo reportado en la bibliografia, en ausencia de estimulo, c-Fos
se ubica mayoritariamente en el citoplasma.

Al estimular las células del grupo control con PMA, se observdé que c-Fos
transloca al nucleo (excluyéndose de los nucleolos). EI maximo de acumulacién
se alcanza a los 90 min de induccion. Transcurrido ese tiempo, se detectoé que la
fraccidn nuclear de c-Fos decae a valores basales (Figura 29 A). En condiciones
de sobreexpresion de FKBPs, la cinética de importacion de c-Fos difirié del grupo
control. En el caso de FKBP51, se observo una ralentizacién de la entrada de
c-Fos al nucleo con un corrimiento del maximo de acumulacion de c-Fos (que
data de 120 min post induccion con PMA). La fraccién nuclear maxima
acumulada, en condiciones de sobreexpresion de FKBP51, resultdé menor al pico
de acumulacién alcanzada por el grupo control a los 90 min (Figura 29 B). Por
ultimo, FKBP52 presentd una acumulacion sostenida de c-Fos nuclear entre los

90 y 120 min de induccién con PMA (Figura 29 C).
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Figura 29 . Las FKBPs regulan la distribucion subcelular de c-Fos
Imagenes de microscopia de una doble inmunofluorescencia (c-Fos [verde], FKBPs [rojo] y nucleos [cyan])
correspondiente a la importacion nuclear de c-Fos bajo el estimulo de PMA (100 ng/ml) a distintos tiempos comprendidos

en el intervalo 0-180 min para la condiciones: control (A), FKBP51 (B) y FKBP52 (C).
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En la Figura 30, se muestra la cuantificacion de la fraccion nuclear de
c-Fos (%) para las tres condiciones experimentales durante el intervalo de

tiempo 0-180 min.
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Figura 30. Cuantificacién de la distribucion subcelular de c-Fos en condiciones de sobreexpresion de FKBPs
Cuantificacion del nimero de células positivas con c-Fos nuclear bajo el estimulo de PMA (100 ng/ml) a distintos tiempos
del intervalo coprendido entre 0-180 min.

El numero de células positivas de cada tiempo particular se normaliza al tiempo inicial de cada condicién experimental.
Los resultados se expresan como porcentaje de la fracciéon nuclear de c-Fos (%) (promedio * desvio estandar) para las 3
condiciones experimentales: Control (puntuacién: circulo negro), FKBP51 (puntuacion: cuadrado negro) y FKBP52
(puntuacion: triangulo negro). Los resultados son representativos de 4 experimentos independientes. El asterisco (*) indica
diferencias significativas con el grupo control para un tiempo dado, determinadas por la prueba estadistica de Anova

(p<0.05).

Para una mayor caracterizacion de la regulacion de las FKBPs sobre la
localizacion de c-Fos, se llevaron a cabo nuevos ensayos de
inmunofluorescencia indirecta incorporando las mutantes puntuales del
dominio PPlasa de las FKBPs. Ademas, se acoté el rango temporal de analisis
de modo de centrarnos en aquellos tiempos para los cuales se observaron

diferencias significativas entre el grupo control y las FKBPs.
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En condiciones de sobreexpresion de la mutante FKBP52 F130Y, se
manifiestd una pérdida significativa de los efectos de retencién nuclear mediados

por FKBP52 (Figura 31 y Figura 32).
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Figura 31. FKBP52 aumenta la retencién nuclear de c-Fos
Imagenes de microscopia de una doble inmunofluorescencia (c-Fos [verde], FKBP52 [rojo] y nucleos [cyan])
correspondiente a la importacion nuclear de c-Fos bajo el estimulo de PMA (100 ng/ml) a distintos tiempos comprendidos

en el intervalo 0-180 min para la condiciones: FKBP52 (A) y FKBP52 F130Y (B).
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Figura 32. Cuantificacion de la distribucion subcelular de c-Fos en condiciones de sobreexpresiéon de FKBP52 o
FKBP52 F130Y

Cuantificacion del nimero de células positivas con c-Fos nuclear bajo el estimulo de PMA (100 ng/ml) a distintos tiempos
del intervalo comprendido entre 0-180 min.

El nimero de células positivas de cada tiempo particular se normaliza al tiempo inicial de cada condicién experimental.
Los resultados se expresan como porcentaje de la fraccion nuclear de c-Fos (%) (promedio * desvio estandar) para las 3
condiciones experimentales: Control (puntuacion: circulo negro), FKBP52 (puntuacioén: triangulo negro) y FKBP52 F130Y
(puntuacion: triangulo blanco). Los resultados son representativos de 3 experimentos independientes. El asterisco (*) y el
numeral (#) indican diferencias significativas entre condiciones experimentales determinadas por la prueba estadistica de
Anova (p<0.05). El asterisco (*) compara valores con el grupo control mientras que el numeral (#) toma como parametro al

grupo FKBP52.

Por otro lado, en condiciones de sobreexpresion de FKBP51 FD67/68DV se
detecto una distribucion subcelular de c-Fos similar al grupo control. Tras 90 min
de induccion con PMA, se detecté un aumento transitorio de la fraccidon nuclear
de c-Fos seguida de una disminucion de la fraccion acumulada para tiempos

ulteriores (Figura 33 y Figura 34).
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Figura 33. FKBP52 retrasa la translocacién nuclear de c-Fos
Imagenes de microscopia de una doble inmunofluorescencia (c-Fos [verde], FKBP51 [rojo] y nucleos [cyan])
correspondiente a la importacion nuclear de c-Fos bajo el estimulo de PMA (100 ng/ml) a distintos tiempos comprendidos

en el intervalo 0-180 min para la condiciones: FKBP51 (A) y FKBP51 FD67/68DV (B).
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Figura 34. Cuantificacion de la distribucion subcelular de c-Fos en condiciones de sobreexpresiéon de FKBP51 o
FKBP51 FD67/68DV

Cuantificacion del niumero de células positivas con c-Fos nuclear bajo el estimulo de PMA (100 ng/ml) a distintos tiempos
del intervalo coprendido entre 0 - 180 min.

El numero de células positivas de cada tiempo particular se normaliza al tiempo inicial de cada condicién experimental.
Los resultados se expresan como porcentaje de la fracciéon nuclear de c-Fos (%) (promedio * desvio estandar) para las 3
condiciones experimentales: Control (puntuacién: circulo negro), FKBP51 (puntuacion: cuadrado negro) y FKBP51
FD67/68DV (puntuacion: triangulo blanco). Los resultados son representativos de 3 experimentos independientes. El
asterisco (*) y el numeral (#) indican diferencias significativas entre condiciones experimentales determinadas por la
prueba estadistica de Anova (p<0.05). El asterisco (*) compara valores con el grupo control mientras que el numeral (#)

toma como parametro al grupo FKBP51.

Englobando los resultados de este apartado, podemos concluir que las
FKBPs modifican la distribuciéon subcelular de c-Fos bajo el estimulo de PMA
para los tiempos comprendidos en el intervalo de 0-180 min. Por un lado,
observamos que FKBP51 interviene en el transporte nuclear de c-Fos. En efecto,
esta INM retrasa la entrada de c-Fos al nucleo y altera la fraccion maxima
acumulada en la organela. Mas aun, se ha detectado que al sobreexpresar la
mutante FKBP51 FD67/68DV ocurren cambios significativos en el patron de
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importacion nuclear de c-Fos mediado por FKBPS51. Esto sugiere que la
regulacion de FKBPS51 sobre el transporte de c-Fos al nucleo es dependiente de
la actividad enzimatica de su dominio PPlasa. Por otro lado, FKBP52 favorece un
notorio aumento de la retencién nuclear de c-Fos. La accién de FKBP52 sobre la
distribucion subcelular de c-Fos resulta dependiente de su dominio PPlasa. En
conjunto, la actividad PPlasa de FKBPS52 seria necesaria para modular
positivamente la estabilidad de c-Fos inducida por PMA y prolongar en el tiempo

su localizacion nuclear.

1.6. Efectos de las FKBPs sobre la actividad transcripcional

de AP-1

La actividad bioldgica de AP-1 se desencadena en respuesta a una variedad

de estimulos, entre los cuales se incluyen los ésteres de forbol (PMA o TPA), el
estrés celular causado por radiaciones ionizantes, el dafo sobre el ADN, los
factores de crecimiento, los rearreglos del citoesqueleto y las citoquinas.

A fin de analizar la respuesta de nuestro sistema bioldgico frente a estimulos
clasicos de AP-1, realizamos ensayos de gen reportero. Para tal fin, empleamos
un plasmido reportero de AP-1, que contiene multiples sitios de union a dicho
factor de transcripcion rio arriba del promotor minimo y del gen de la luciferasa.
Acto seguido, medimos la actividad transcripcional de AP-1 ensayando a distintos
tiempos de induccién y concentraciones de estimulos.

En la caracterizacion de la actividad transcripcional de AP-1, se emplearon
dos lineas celulares: HEK-293T y BeWo.

Las células HEK-293T fueron seleccionadas, en primera instancia, dada su
alta eficiencia de transfeccion y bajos niveles endogenos de FKBPs. Ambas
caracteristicas las convirtieron en un modelo atractivo y sensible para evidenciar

cambios bioldgicos determinados por variaciones en la expresion de las INMs.
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Por otro lado, las células BeWo constituyen un modelo de células
trofoblasticas ampliamente difundido que cuenta con la limitacion practica de
tener una baja eficiencia de transfeccién. Por ello, este tipo celular se utilizé solo
para aquellos disefios experimentales en los cuales se transfectd un reducido
numero de construcciones plasmidicas.

Segun se observa en la Figura 35, la magnitud de respuesta (veces de
induccion de AP-1) frente al estimulo de PMA en células HEK-293T resulto
aproximadamente 5 veces superior a la observada en las células BeWo.

La maxima actividad transcripcional de AP-1 se alcanzé entre las 4-6 h en
BeWo y 6-8 h en HEK-293T. Curiosamente, la induccién de las células BeWo
durante 8 h con PMA se tradujo en una ausencia o bajos niveles de actividad
transcripcional de AP-1. A modo de estandarizar las condiciones de trabajo en
ambas lineas celulares, se decidi6 utilizar una concentraciéon de 100 ng/ml de
PMA a un tiempo de induccion de 6 h para los ensayos reporteros ulteriores.

De igual manera, se evaluaron otros estimulos convencionales de AP-1 en
células HEK-293T, tales como el TBOOH (fuente de estrés oxidativo) y las
interleuquinas IL-1p3, IL-6 e IL-8 (estimulo proinflamatorio).

En la Figura 36 se observa que la induccién con TBOOH durante 30 min fue
efectiva para las concentraciones de 50 uM y 100 uM. Fijando la concentracién
del TBOOH a 50 uM, se efectu6 una curva de tiempo y se evidencido una
disminucién significativa de la actividad transcripcional de AP-1 a tiempos mas
prolongados de induccion, probablemente, como respuesta a los efectos
pro-apoptéticos del TBOOH.

En cuanto al efecto de las interleuquinas, se visualiza en la Figura 37 que la
IL-18 es la unica del conjunto de interlequinas ensayadas en aumentar
significativamente la actividad transcripcional de AP-1 (2 veces de induccién). De
las dos concentraciones utilizadas, la IL-1 resultd efectiva en este sistema a la

concentracion mas baja (1.5 ng/ml).
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Figura 35. Efectos de PMA sobre la actividad transcripcional de AP-1

Células HEK-293T (A) y células BeWo (B) fueron cotransfectadas con los plasmidos reporteros AP-1-luc y
B-Galactosidasa. La inducciéon se llevé a cabo en un rango de concentraciones de 10-1000 ng/ml, durante intervalos de
tiempos variables (4, 6 u 8 h). La flecha de color negro resalta la concentracién de PMA y tiempo de induccién elegido. Los
resultados se expresan como veces de induccion de AP-1 ( promedio + desvio estandar), en unidades arbitrarias resultado
del cociente entre la actividad de luciferasa / B-galactosidasa, y se relativizan al valor promedio del grupo control (vehiculo,
cuyo valor arbitrario corresponde a 1). El asteristico (*) indica diferencias signicativas con respecto al control (vehiculo)

segun la prueba estadistica Anova (p <0.05) .
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Figura 36. Efectos del TBOOH sobre la actividad transcripcional de AP-1

A. Células HEK-293T fueron cotransfectadas con plasmidos reporteros AP1-luc y B-Galactosidasa. La induccion se llevo a
cabo en un rango de concentraciones de 10 - 1000 uM, durante 30 min. Transcurrido dicho tiempo, se removié el medio
estimulado y se agregé medio fresco. La medicion se efectud a las 6 h posteriores al estimulo con TBOOH.

B. A una concentracién fija de TBOOH 50 pM, la incubacién efectiva con TBOOH se efectud a intervalos de tiempo
variables. Transcurrido dicho tiempo, se removi6é el medio estimulado y se agregé medio fresco. Los resultados se
expresan como veces de induccion de AP-1 ( promedio + desvio estandar), en unidades arbitrarias resultado del cociente
entre la actividad de luciferasa / B-galactosidasa, y se relativizan al valor promedio del grupo control (vehiculo, cuyo valor

arbitrario corresponde a 1). El asterisco (*) indica diferencia signicativas con respecto al control segun la prueba Anova.
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Figura 37. Efectos de interleuquinas (IL-1, IL-6 e IL-8) sobre la actividad transcripcional de AP-1

Células HEK-293T fueron cotransfectadas con los plasmidos reporteros AP1-luc y B-Galactosidasa. La induccién se llevo
a cabo en 2 concentraciones (1.5 y 2.5 ng/ml) durante 6 h. Los resultados se expresan como veces de induccion
(promedio + desvio estandar), en unidades arbitrarias resultado del cociente entre la actividad de luciferasa/
B-galactosidasa, y se relativizan al valor promedio del grupo control (vehiculo, cuyo valor arbitrario corresponde a 1). El

asteristico (*) indica diferencias signicativas con respecto al control segun la prueba Anova (p<0.05).

La actividad transcripcional de AP-1 juega un rol fundamental en una variedad
de procesos celulares y se encuentra estrictamente regulada por la composicién

del dimero, interaccibn con otras proteinas y por modificaciones

postraduccionales.

En el caso puntual de c-Fos, la fosforilacién de su dominio C-terminal por ERK
1/2 constituye un paso crucial en el aumento de la actividad transcripcional
(Whitmarsh, 2007).

Para evaluar los efectos de las FKBPs sobre la actividad transcripcional de
AP-1 realizamos ensayos de genes reporteros, bajo el estimulo de PMA en
células HEK-293T y BeWo.

En condiciones de sobreexpresion de FKBP52, observamos que la actividad

transcripcional de AP-1 incrementa significativamente tanto en células BeWo
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como en ceélulas HEK-293T. En este ultimo tipo celular, la regulacion de la
actividad transcripcional de AP-1 mediada por FKBP52 resultd dependiente del
estimulo y la concentracion de plasmido pCl-Neo-hFKBP52 transfectado (Figura

38).
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Figura 38. FKBP52 incrementa la actividad transcripcional de AP-1

Andlisis de los niveles de proteina FKBP52 de células HEK-293T (A) o BeWo (C) transfectadas con los plasmidos pCl-Neo
o pCI-Neo-hFKBP52 (0.5 - 1.5 ug), y luego tratadas con PMA (100 ng/ml) durante 6 h.

La actividad transcripcional de células HEK-293T (B) o BeWo (D) fueron evaluadas mediante ensayos de gen reportero.
Los resultados son representativos de 6 experimentos independientes. Estos se expresan como veces de induccion de
AP-1 (promedio * desvio estandar), resultado del cociente entre la actividad de luciferasa / B-galactosidasa. D) Una vez
descontado el valor basal del grupo control (vehiculo), B-D) los valores se normalizan al valor promedio del grupo control
inducido con PMA (cuyo valor arbitrario corresponde al 100 %). El asterisco (*) indica diferencias significativas entre las
distintas condiciones experimentales sujetas a la induccién con PMA con respecto al grupo control estimulado,

determinadas por la prueba estadistica de Anova (p<0.05).

La sobreexpresion de las mutantes puntuales de FKBP52 (FKBP52 FG67Y vy
FKBP52 F130Y) inhibe la accion de FKBP52 sobre la actividad transcripcional de
AP-1. Estas observaciones sugieren que la regulacion transcripcional mediada
por FKBP52 seria dependiente de la actividad enzimatica de su dominio PPlasa

en ambas lineas celulares.
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Por ensayos de competencia, los efectos de las mutantes puntuales de
FKBP52 fueron revertidos parcialmente por cotransfeccion de la proteina

FKBP52 salvaje en células HEK-293T (Figura 39).
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Figura 39. FKBP52 modula la actividad transcripcional de AP-1 de manera dependiente de su actividad PPlasa en
lineas celulares HEK-293T y BeWo

Andlisis de los niveles de proteina FKBP52 de células HEK-293T (A) o BeWo (C) transfectadas con los plasmidos pCl-Neo,
pCl-Neo-hFKBP52 (1 ug), pCl-Neo-hFKBP52 F67Y (0.25-1 ug) y/o pCl-Neo-hFKBP52 F130Y (0.25-1 ug), y luego tratadas
con PMA (100 ng/ml) durante 6 h.

La actividad transcripcional de células HEK-293T (B) o BeWo (D) fueron evaluadas mediante ensayos de gen reportero.
Los resultados son representativos de 6 experimentos independientes. Estos se expresan como veces de induccion de
AP-1 (promedio + desvio estandar), resultado del cociente entre la actividad de luciferasa / B-galactosidasa. Una vez
descontado el valor basal del grupo control (vehiculo), los valores se normalizan al valor promedio del grupo control
inducido con PMA (cuyo valor arbitrario corresponde al 100 %). El asterisco (*) y el numeral (#) indican diferencias
significativas entre las diferentes condiciones determinadas por la prueba estadistica de Anova (p<0.05). El asterisco (*)
compara valores con el grupo control estimulado con PMA mientras que el numeral (#) toma de referencia al grupo

FKBP52.

Al igual que la mutante FKBP52 F130Y, la sobreexpresion de la mutante del
dominio TPR de FKBP52 (FKBP52 K354A) disminuye significativamente la
actividad transcripcional de AP-1 mediado por FKBP52. Estas evidencias
sugieren que la actividad transcripcional de AP-1 modulada por FKBP52 no solo

estaria condicionada por la actividad enzimatica del dominio PPlasa (cuya
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participacion ha resultado significativamente activa en varios de los procesos ya

descriptos) sino también por su dominio TPR (Figura 40).
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Figura 40. FKBP52 modula la actividad transcripcional de AP-1 de manera dependiente de su dominio TPR en las

FKBP52 fug) . 1 . 1 FKBP5Z2 {ug) . 1 - -
FKBPS52 K3544A (ug) . = 025 025 FKBPS52 K3544 (ug) . - 05 1
B %00 D #a

. ml s §
:ﬂ 1] &1l ,_-E
e, Ug #
§ £ o -g ~-
E - L%
= =4
'8 T e -g -
g8 w8
9 3
- ]
b

[=]

lineas celulares HEK-293T y BeWo

Analisis de los niveles de proteina FKBP52 de células HEK-293T (A) o BeWo (C) transfectadas con los plasmidos pCl-Neo,
pCl-Neo-hFKBP52 (1 ug) o pCl-Neo-hFKBP52 K354A (0.25-1 ug), y luego tratadas con PMA (100 ng/ml) durante 6 h.

La actividad transcripcional de células HEK-293T (B) o BeWo (D) fueron evaluadas mediante ensayos de gen reportero.
Los resultados son representativos de 6 experimentos independientes. Estos se expresan como veces de induccién de
AP-1 (promedio + desvio estandar), resultado del cociente entre la actividad de luciferasa / B-galactosidasa. Una vez
descontado el valor basal del grupo control (vehiculo), los valores se normalizan al valor promedio del grupo control
inducido con PMA (cuyo valor arbitrario corresponde al 100 %). El asterisco (*) y el numeral (#) indican diferencias
significativas entre las diferentes condiciones determinadas por la prueba estadistica de Anova (p<0.05). El asterisco (*)
compara valores con el grupo control estimulado con PMA mientras que el numeral (#) toma de referencia al grupo

FKBP52.

El siguiente paso fue analizar la modulacién de FKBP51 sobre la actividad
transcripcional de AP-1. En condiciones de sobreexpresion de FKBP51,
observamos que la actividad transcripcional de AP-1  disminuyo
significativamente de manera dependiente de la concentracion de plasmido

pCl-Neo-Flag-hFKBP51 transfectado en ambas lineas celulares (Figura 41).
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Figura 41. FKBP51 inhibe la actividad transcripcional de AP-1 en funcion de la concentracion de plasmido
transfectada en las lineas celulares HEK-293T y BeWo

Andlisis de los niveles de proteina FKBP51 de células HEK-293T (A) o BeWo (C) transfectadas con los plasmidos pCl-Neo
o pCl-Neo-Flag-hFKBP51 (0.5-1 pg), y luego tratadas con PMA (100 ng/ml) durante 6 h.

La actividad transcripcional de células HEK-293T ( B) o BeWo (D) fueron evaluadas mediante ensayos de gen reportero.
Los resultados son representativos de 6 experimentos independientes. Estos se expresan como veces de induccion de
AP-1 (promedio + desvio estandar), resultado del cociente entre la actividad de luciferasa / B-galactosidasa. Una vez
descontado el valor basal del grupo control (vehiculo), los valores se normalizan al valor promedio del grupo control
inducido con PMA (cuyo valor arbitrario corresponde al 100 %). El asterisco (*) indica diferencias significativas con el

grupo control estimulado con PMA, determinadas por la prueba estadistica de Anova (p<0.05).

En similitud con FKBP52, el dominio PPlasa de FKBP51 tendria un papel
fundamental en la regulacion de la actividad transcripcional de AP-1 mediada por
FKBP51. La sobreexpresion de la mutante FKBP51 FD67/68DV no solo provoca
la pérdida del efecto inhibitorio de FKBP51 en células BeWo sino también el
incremento de la actividad transcripcional de AP-1 en células HEK-293T (Figura

42).

116



A 0= C FKBPST [ W S |
GADPH |#% sum mom svm wom e GADPH iml

FKBPST(ug) - 1 - - 05 1 FKBP51 (ug) T
FKBPS1 FD67/68DV(ug - - 05 1 1 1 FKBP51 FD67/68DV (ug) - - 05 1

B " D v

#

il e

Figura 42. FKBP51 modula la actividad transcripcional de AP-1 de manera dependiente de su actividad PPlasa en
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las lineas celulares HEK-293T y BeWo

Analisis de los niveles de proteina FKBP51 de células HEK-293T (A) o BeWo (C) transfectadas con los plasmidos pCl-Neo,
pCl-Neo-Flag-hFKBP51 (0.5-1 ug) o pCl-Neo-Flag-hFKBP51 FD67/68DV (0.5-1 ug), y luego tratadas con PMA (100 ng/ml)
durante 6 h.

La actividad transcripcional de células HEK-293T (B) o BeWo (D) fueron evaluadas mediante ensayos de gen reportero.
Los resultados son representativos de 6 experimentos independientes. Estos se expresan como veces de induccion de
AP-1 (promedio + desvio estandar), resultado del cociente entre la actividad de luciferasa / B-galactosidasa. Una vez
descontado el valor basal del grupo control (vehiculo), los valores se normalizan al valor promedio del grupo control
inducido con PMA (cuyo valor arbitrario corresponde al 100 %). El asterisco (*) y el numeral (#) indican diferencias
significativas entre las distintas condiciones determinadas por la prueba estadistica de Anova (p<0.05). El asterisco (*)
compara valores con el grupo control estimulado con PMA mientras que el numeral (#) toma de referencia al grupo

FKBP51.

Curiosamente, si se cotransfectan ambas FKBPs salvajes, se observa un
antagonismo funcional dependiente de la relacion de concentraciones de

plasmidos codificantes para ambas FKBPs (Figura 43).
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Figura 43. FKBP51 y FKBP52 tienen funciones antagénicas en la regulacién sobre la actividad transcripcional de
AP-1

Andlisis de los niveles de proteina FKBP51 y FKBP52 de células HEK-293T (A) transfectadas con los plasmidos pCl-Neo,
pCl-Neo-Flag-hFKBP51 (1 pg) o pCl-Neo-hFKBP52 (0.5-1 pg), y luego tratadas con PMA (100 ng/ml) durante 6 h.

La actividad transcripcional de células HEK-293T (B) fue evaluada mediante ensayos de gen reportero. Los resultados son
representativos de 3 experimentos independientes. Estos se expresan como veces de induccién de AP-1 (promedio *
desvio estandar), resultado del cociente entre la actividad de luciferasa / B-galactosidasa. Una vez descontado el valor
basal del grupo control (vehiculo), los valores se normalizan al valor promedio del grupo control inducido con PMA (cuyo
valor arbitrario corresponde al 100 %). El asterisco (*), el numeral (#) y la letra griega fi (¢) indican diferencias significativas
entre condiciones determinadas por la prueba estadistica de Anova (p<0.05). El asterisco (*) compara valores con el grupo
control estimulado con PMA, el numeral (#) toma de referencia al grupo FKBP52 y la letra griega fi (¢) usa de patrén al

grupo FKBP51.

Con el objetivo de verificar que la modulacion de las FKBPs sobre la actividad
transcripcional de AP-1 no es estimulo especifica, ampliamos ensayos de genes
reporteros empleando dos estimulos diferentes: IL-18 y TBOOH.

En células HEK-293T, observamos que mayores niveles de FKBP52 se
corresponden a un aumento significativo de la actividad transcripcional de AP-1

bajo el estimulo de IL-18 y TBOOH (Figura 44).
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Figura 44. FKBP52 incrementa la actividad transcripcional de AP-1 no solo bajo el esimulo de PMA, sino también
de IL-18 o TBOOH en la linea celular HEK-293T

Andlisis de los niveles de proteina FKBP52 de células HEK-293T transfectadas on los plasmidos pCl-Neo o
pCl-Neo-hFKBP52 (0.25-1 pg), y luego tratadas con IL-18 (1.5 ng/ml, A) durante 6 h o TBOOH (50 uM, B) durante 0.5 h.
La actividad transcripcional de células HEK-293T, tratadas con IL-13 (C) o TBOOH (D) fue evaluada mediante ensayos de
gen reportero. Los resultados son representativos de 3 experimentos independientes. Estos se expresan como veces de
induccion de AP-1 (promedio * desvio estandar), resultado del cociente entre la actividad de luciferasa / 3-galactosidasa.
Una vez descontado el valor basal del grupo control (vehiculo), los valores se normalizan al valor promedio del grupo
control inducido con el estimulo especifico (cuyo valor arbitrario corresponde al 1). El asterisco (*) indica diferencias

significativas con el grupo control estimulado, determinadas por la prueba estadistica de Anova (p<0.05).

En base a los resultados descriptos, se puede afirmar que las FKBPs
modulan la actividad transcripcional de AP-1 de forma antagdnica; mientras que
FKBP52 estimula, la FKBP51 inhibe. Ademas demostramos que los efectos de
las INMs dependen de la actividad enzimatica de su dominio PPlasa, y en el caso
particular de FKBP52, también del dominio TPR. Por ultimo, observamos que
ausencia de estimulo, FKBP52 no es capaz de inducir un incremento de la

actividad transcripcional de AP-1.
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1.7. C-Fos interacciona con las FKBPs

La interaccién de c-Fos con otros miembros de la familia AP-1, con otros
factores de transcripcidn u otras proteinas diversifican el rango de accion en la
regulacion de procesos celulares, ademas de potenciar su efecto bioldgico. Estas
interacciones proteina-proteina pueden activar o reprimir la actividad de AP-1. La
lamina A/C es un claro ejemplo de una interaccidn con efectos represivos. Es asi
que la lamina A/C secuestra a c-Fos en el anillo perinuclear, disminuyendo la
actividad de AP-1 y la proliferacién celular (lvorra, 2006). Este proceso es
reversible, controlado por estimulos mitogénicos por medio de la senalizacion
dependiente de ERK 1/2 (Gonzalez, 2008).

Avanzando con nuestro razonamiento, nos preguntamos si las INMs
interaccionan con c-Fos formando complejos. En este marco, decidimos evaluar
la interacciéon c-Fos y las FKBPs (enddgenas) mediante un ensayo de
co-inmunoprecipitacion seguido de un WB. Para ello, se emplearon lisados
totales de células BeWo previamente inducidas con PMA (100 ng/ml) durante
90 min. Dichos lisados se inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-c-Fos vy el
material inmunoprecipitado se analizé por WB.

En la Figura 45, se demuestra que las FKBPs interaccionan con la proteina
c-Fos en respuesta al tratamiento con PMA. De donde resulta que ambas FKBPs
interaccionan con c-Fos en ausencia de estimulo y tras la induccion con PMA,
solo FKBP52 es capaz de interaccionar con dicho factor de transcripcion.

La presencia de las chaperonas en la fraccion del lisado inmunoprecipitado
estimulado con PMA (Hsp70 y Hsp90) nos aporta tres datos interesantes: en
primer lugar que, FKBP52 y Hsp90 podrian estar formando un heterocomplejo
con c-Fos y en segundo lugar que, la co-inmunoprecipitacion de Hsp90 podria
explicar la inhibicion de la actividad transcripcional de AP-1 mediada por FKBP52

K354A.
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Figura 45. C-Fos interacciona con las FKBPs en células BeWo
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Co-inmunoprecipitacién utilizando un anticuerpo anti-c-Fos (I) o IgG de ratén (NI) de lisados de células BeWo deprivadas
24 h de suero y posteriormente, incubadas con (+) o sin (-) PMA (100 ng/ ml) durante 90 min. Las proteinas
co-inmunoprecipitadas se analizaron por WB, utilizando los anticuerpos anti-c-Fos, anti-FKBP51, anti-FKBP52, anti-Hsp70
y anti-Hsp90. En el panel izquierdo se muestran 1/10 de los lisados totales de células BeWo (INPUT) mientras que en el

panel derecho, figuran las proteinas co-inmunoprecipitadas.

Poco esta descripto acerca de la relacion funcional existente entre AP-1 vy
Hsp90. Hasta el momento, se sabe que inhibidores especificos de Hsp90
(geldanamicina, radicicol o herbimicina) inhiben la actividad transcripcional de
AP-1 mediada por estimulos inflamatorios, alterando en casos particulares los
niveles de c-Fos (Murata, 2005). Asimismo, se observé que la inhibicion de
Hsp90 favorece la ubiquitinizacion y consecuente, degradacion de ERK 5
(coactivador de AP-1). En concreto, se demostré que, en ausencia de estimulo,
ERK 5 interacciona con Hsp90. Al activarse la quinasa se disocia del complejo y

transloca al nucleo, donde fosforila a sus proteinas blancos (Gomez, 2016).
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En tercer lugar también podemos mencionar que, la co-inmunoprecipitacion
de Hsp70 nos permitiria especular acerca de su papel regulatorio sobre el factor
de transcripcion AP-1. Esta descripto que Hsp70 modula la afinidad de unién de
AP-1 al ADN mediante un mecanismo aparentemente independiente de la
fosforilacion y reacciones redox. En efecto, contribuye al ensamblado de dimeros
de AP-1, atenuando la formacién particular del heterodimero c-Fos/c-Jun (Carter,

1997).

1.8. Efectos de FKBP52 sobre la union de AP-1 a sus sitios
blancos de ADN

El ultimo paso que se planted en la caracterizacion del mecanismo regulatorio
de las FKBPs sobre la via de sefializacion de AP-1 fue estudiar si la interaccion
de c-Fos y FKBP52 podria involucrar un mecanismo por medio del cual esta INM
modulase la union de los factores AP-1 al ADN.

Como se ha detallado previamente en la Introduccién, la union de los factores
de transcripciéon AP-1 al ADN se ve afectada por uniones proteina-proteina. Mas
aun, esta reportado que la activacion prolongada de ERK 1/2 determina que la
unién de AP-1 al ADN sea de mayor duracién (Chalmers, 2007). Dado que
FKBP52 favorece una activacion sostenida de ERK 1/2, decidimos estudiar el
posible efecto de FKBP52 sobre la unién de los factores de transcripcion AP-1 a
secuencias de ADN dianas mediante ensayos de EMSA.

Esta técnica se llevd a cabo utilizando como sonda un oligonucledtido de
doble cadena correspondiente a una secuencia consenso de reconocimiento de
los factores de transcripcion AP-1. En la Figura 46 se determind la zona de
migracion del gel donde se encuentra el complejo especifico de AP-1. Para ello,
la mezcla de la sonda de AP-1 biotinilada y extractos nucleares (procedentes de
células BeWo inducidas con PMA) se incubaron con las sondas competidoras no

biotiniladas o anticuerpo anti c-Fos.
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Figura 46. Ensayo de competencia para verificar la
— especificidad de unién entre las proteinas presentes en
} el extracto nuclear y la secuencia consenso de ADN de
AP-1
Células BeWo se deprivaron de suero durante 24 h y luego,
se inducieron con PMA (100 ng/ml) durante 90 min. Por
fraccionamiento subcelular, se obtuvo la fraccion nuclear.
Las fracciones nucleares (10 pg) se incubaron
directamente con la sonda de AP-1 biotinilada (25 fmol) [1]

o se preincubaron con sondas competidoras no

Complejos de AP-1

biotiniladas, tales como la secuencia consenso de

’ - P - NF-kappaB (200 fmol) [2] o de AP-1 (200 fmol) [3], suero

no inmune [4] o anticuerpo anti-c-Fos (0,4 pg) [5].

Una vez efectuado el analisis de migracion electroforética del complejo
especifico de AP-1, proseguimos a evaluar la modulacion de FKBP52 sobre la
union de AP-1 al ADN. Para ello, realizamos dos experimentos paralelos:

En primer lugar, utilizando extractos nucleares correspondientes a células
BeWo inducidas con PMA, realizamos una incubacion con proteina purificada
FKBP52-GST o GST solo. En tal caso, observamos que la incubacion de los
extractos nucleares con la proteina FKBP52-GST ocasioné la aparicion de una
nueva marca de movilidad electroforética menor que el complejo AP-1 especifico
previamente observado. La presencia de esta nueva marca retardada sugiere la
formacién de otro complejo de AP-1 capaz de unirse a la secuencia consenso de

dicho factor de transcripcion (Figura 47).
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Figura 47. Efecto de FKBP52 en la uniéon de AP-1 al ADN, en
extractos nucleares de células BeWo preincubados con
proteina FKBP52-GST o GST

Células BeWo transfectadas con los plasmidos pCIl-Neo o
pCl-Neo-hFKBP52 se deprivaron de suero durante 24 h y luego,
se inducieron con PMA (100 ng/ml) durante 90 min. Por
fraccionamiento subcelular, se obtuvo la fraccion nuclear.

Las fracciones nucleares (10 ug) se incubaron directamente con la

Complejos de AP-1

sonda de AP-1 biotinilada (25 fmol) [1] o se preincubaron con
proteina purificada GST (0,4 ug [2] - 0,8 ug [3]) o FKBP52-GST
(0,4 pg [4] - 0,8 pg [S]).

En segundo lugar, empleamos extractos nucleares procedentes de células
BeWo previamente transfectadas con el plasmido control o codificante para
FKBP52, y posteriormente inducidas con PMA a distintos tiempos. Los resultados
de este experimento no solo demostraron un incremento de la union de AP-1 al
ADN para aquellos extractos nucleares correspondientes a las células que
sobreexpresaban FKBP52, sino también un efecto positivo de union de AP-1 al

ADN persistente en el tiempo (Figura 48).

CONTROL FKBPS52

Tiempo (min} 0 80 120 1] 80 120

Figura 48. Efecto de FKBP52 en la unién de AP-1 al ADN, en extractos nucleares de células BeWo transfectadas

con el plasmido codificante de FKBP52

Células BeWo transfectadas con los plasmidos pCl-Neo o pCl-Neo-hFKBP52 se deprivaron de suero durante 24 h y luego,
se trataron con PMA (100 ng/ml) o vehiculo durante 90-120 min. Por fraccionamiento subcelular, se obtuvo la fraccion

nuclear. Las fracciones nucleares (10 ug) se incubaron con la sonda de AP-1 biotinilada (25 fmol).
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Finalmente, analizamos si el efecto positivo de FKBP52 sobre la union de
AP-1 a su secuencia de consenso de ADN era el resultado de la contribucion
funcional de la actividad enzimatica de su dominio PPlasa. En virtud de ello,
comparamos la capacidad de union de AP-1 al ADN en condiciones de
sobreexpresion de FKBP52 o FKBP52 F130Y. Para tal fin, se incubd la sonda de
AP-1 biotinilada con extractos nucleares procedentes de células BeWo que
sobreexpresaban FKBP52 o bien FKBP52 F130Y y las cuales ademas, fueron
sujetas al tratamiento con PMA o vehiculo durante 120 min. En tal caso,
observamos que la sobreexpresion de FKBP52 F130Y desfavorecia el

incremento sostenido de unién de AP-1 al ADN mediado por FKBP52 (Figura 49).

PMA = = = + + #
FKBP52 = + = = 4+ -
FKBPS52 F130y = = * = = %

AP1 > ’ - .

Figura 49. Efecto de FKBP52 en la union de AP-1 al ADN, en extractos nucleares de células BeWo transfectadas
con el plasmido codificante de FKBP52 F130Y

Células BeWo transfectadas con los plasmidos pCIl-Neo, pCl-Neo-hFKBP52 o pCIl-Neo-hFKBP52 F130Y se deprivaron de
suero durante 24 h y luego, se trataron con PMA (100 ng/ml) o vehiculo durante 120 min. Por fraccionamiento subcelular,

se obtuvo la fraccién nuclear. Las fracciones nucleares (10 pg) se incubo con la sonda de AP-1 biotinilado (25 fmol).

Las evidencias experimentales de este apartado nos permiten resaltar que
FKBP52 ejerce una regulacién positiva sobre la union de AP-1 al ADN,

dependiente de la actividad enzimatica de su dominio PPlasa.
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2. Efectos biologicos de la regulacion de las
FKBPs sobre AP-1 y NF- kappaB

2.1. Estudio de las funciones biolégicas de AP-1 reguladas

por FKBPs en células BeWo.

La implantacion embrionaria es critica para la reproduccion de mamiferos y
requiere de una correcta preparacion del utero (receptividad uterina). Este
proceso comprende una ventana temporal finamente regulada por las hormonas
esteroides. En particular, la progesterona (P4) participa en todos los estadios del
embarazo, incluyendo ovulacion, fertilizacion, implantacion, decidualizacion y
mantenimiento del embarazo. La P4 ejerce su accion en los tejidos via el receptor
de progesterona (PR). EI modelo murino FKBP52 (-/-) permitié develar el rol
critico de FKBP52 en la implantacion uterina debido a que su ausencia generdé
resistencia a la progesterona, causando fallas en el proceso de implantacion
embrionaria y en la decidualizacion (Cox, 2007; Tranguch, 2005). Mas aun, se ha
reportado que la deficiencia en FKBP52 estaria asociada a la patogénesis de
abortos espontaneos recurrentes, endometriosis, preeclampsia y restriccion del
crecimiento intrauterino (Hirota, 2008; Acan, 2015; Chen, 2015). Todos estos
antecedentes indican que la proteina FKBP52 tendria una participacion
destacada en el proceso de placentacion.

De manera analoga, miembros de la familia de AP-1 se expresan en
placentas normales y patologicas regulando diferentes procesos celulares:
proliferacion, migracion, invasion y diferenciacion (Bambergerm, 2004; Marzioni,

2010).
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En este contexto y contemplando la capacidad de FKBPs de modular la via de
sefializacion de AP-1, nos parecio interesante abordar el estudio de la regulacién
de las funciones biologicas de AP-1 por FKBPs en un modelo de células
trofoblasticas humanas.

En el abordaje del estudio de la implantacién humana, los limites éticos y la
limitada disponibilidad de tejido placentario dificultan los avances en esta area.
En este sentido, la mayor parte del conocimiento proviene de experimentos in
vitro utilizando cultivos primarios del tercer trimestre o lineas celulares
trofoblasticas. Dentro de la variedad de lineas celulares de tipo trofoblasticas, las
células BeWo son una de las mas utilizadas. La linea celular BeWo deriva de una
metastasis cerebral originaria de un coriocarcinoma, posteriormente
transplantada post-parto a la mejilla de un hamster. Tras transferencias seriadas
durante 8 afos, la linea celular BeWo se establecié en cultivo (Patillo, 1968). El
crecimiento de células BeWo en cultivo permitié distinguir dos tipos de células:
mayoritariamente, citotrofoblastos y células gigantes multinucleares, con
apariencia de sinciciotrofoblasto (Grummer, 1990).

Por su similitud estructural y funcional a las células trofoblasticas, la linea
celular BeWo se considera un modelo validado para el estudio de funciones
celulares, transporte y metabolismo (Patillo, 1968; Grummer, 1990; Griummer,

1994; Liu, 1997).

2.2. Efectos de FKBPS sobre MMPS e IL-6

La ultima etapa de la implantacion embrionaria es la invasiéon trofoblastica.
Durante este proceso, un subgrupo de células trofoblasticas (el trofoblasto
extravelloso) invade la decidua y remodela las arteriolas espiraladas uterinas

conformando la red vascular materno-fetal.
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Las MMPs y citoquinas constituyen dos factores criticos en el proceso de
remodelacion de la MEC y vascularizacion de la interfase materno-placentaria.

En primer lugar, centraremos la atencion sobre las MMPs. Desde el punto de
vista de la modulacion transcripcional, Vincenti y colaboradores (2011)
describieron que la region promotora de varios genes de MMPs se encontraban
altamente conservada y contaban con sitios proximales de unién a AP-1 y
NF-kappaB. En contraste, estos autores sostenian que MMP-2 y MMP-14
carecian de estos sitios proximales. Avanzado el siglo XXI, se afirmaba que la
MMP-2 tenia una expresidn constitutiva, independiente de estimulos
extracelulares (Vincenti, 2001). Estudios ulteriores demostraron la existencia de
un sitio de AP-1 proximal en el promotor del gen MMP-2 de células cardiacas de
rata y células humanas de mama (Bergman, 2003; Song, 2006). Estas evidencias
contribuyeron a fortalecer la nocion de que MMP-2 esta transcripcionalmente
regulado por AP-1.

De manera similar, existen estudios que sefalan que los TIMPs y MMP-14
estarian sujetos a la regulacién de AP-1 y NF-kappaB (Clark, 2008; Vicent, 2015;
Li, 2016).

A nivel de placenta, las MMP-2 y MMP-9 determinan el comportamiento
invasivo del citotrofoblasto extravelloso. La disminucion de la expresion de
ambas MMPs, la cual es caracteristica del segundo y tercer trimestre, se refleja
en un comportamiento menos invasivo de la placenta a término
(Shimonovitz,1994; Suman, 2012)

Consistentemente a estas observaciones, se ha reportado bajos niveles de
expresion de la MMP-9 en placentas preeclampticas. Varios estudios sefalan
que alteraciones en la expresion de MMPs podrian estar relacionado a una
deficiente remodelacion de la vasculatura de la decidua materna (Shokry, 2009;
Omran, 2011).

Partiendo de los antecedentes anteriores, nos planteamos estudiar la

regulacion funcional de las MMP-2 y MMP-9 en condiciones de sobreexpresion

128



de FKBPs. Para ello, analizamos dos parametros que influyen en la actividad
biologica de las MMPs: los niveles de proteina enddégenos y la actividad
proteolitica de las MMP-2 activa per se.

En primera instancia, se evalu6 si el estimulo PMA era capaz de inducir
cambios en los niveles de las proteinas MMP-2 y MMP-9 durante las 24 h'y 48 h
de tratamiento. Tal como se observa en la Figura 50, PMA incremento los niveles

de las MMPs tanto a las 24 h como a las 48 h de estimulacién.
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Figura 50. Efecto PMA sobre los niveles endégenos de proteinas MMPs

Células BeWo se inducen con PMA (100 ng/ml) durante 24 h o0 48 h, tras una deprivacion previa de SFB.

Densitometria de los niveles enddgenos de proteinas MMP-2 (columnas grises) y MMP-9 (columnas negras). Los
resultados se expresan como el porcentaje de los niveles de proteinas MMPs (promedio * desvio estandar). Los valores
se normalizan al valor promedio del grupo control no inducido con PMA (columna blanca, valor arbitrario = 100 %). Estos
resultados son representativos de 3 ensayos independientes. El asterisco (*) indica diferencias significativas con el grupo

control (vehiculo), determinadas por la prueba estadistica Anova (p<0.05).

Paso siguiente, analizamos los niveles endogenos de las proteinas MMP-2 y
MMP-9 en condiciones de sobreexpresion de FKBP52 y bajo la induccion de
PMA durante 24 h (Figura 51). En tal caso, observamos que la sobreexpresion de

FKBP52 genera un incremento significativo de los niveles de MMP-2 y MMP-9.
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Esta modulacion positiva de FKBP52 se inhibié frente la sobreexpresién de
FKBP52 F130Y o la pre-incubacion con FK506, alcanzandose valores similares

al control inducido con PMA.
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Figura 51. Efectos de FKBP52 sobre los niveles endégenos de proteinas MMP-2 y MMP-9

A. Andlisis de los niveles endogenos de proteinas MMP-2 y MMP-9 en células BeWo transfectadas con los plasmidos
pCl-Neo, pCl-Neo-hFKBP52 o pCl-Neo-hFKBP52 F130Y. Tras una previa deprivacion de SFB, se realizé una induccion
con PMA (100 ng/ml) durante 24 h.

B. Densitometria de los niveles endégenos de proteinas MMP-2 (columnas grises) y MMP-9 (columnas negras). Los
resultados se expresan como el porcentaje de los niveles de proteinas MMPs (promedio + desvio estandar). Una vez
descontado el valor basal del grupo control (vehiculo), los valores se normalizan al valor promedio del grupo control
inducido con PMA (columna blanca, valor arbitrario = 100%). Estos resultados son representativos de 3 ensayos
independientes. El asterisco (*) y el numeral (#) indican diferencias significativas determinadas por la prueba estadistica
Anova (p<0.05). El asterisco (*) compara una condicién dada con el grupo control inducido con PMA mientras que el
numeral (#) o phi () toma de referencia al grupo FKBP52, correspondiente a los niveles de proteinas MMP-2 y MMP-9

respectivamente.

Por otro lado, la sobreexpresion de FKBPS51 causé una disminucion
significativa de los niveles de la proteina MMP-2 tras 48 h de induccién con PMA
(Figura 52). En el caso concreto de la proteina MMP-9, no se encontraron
diferencias significativas con el grupo control al sobreexpresar FKBP51.

Al evaluar los efectos de la contribucion del dominio PPlasa de FKBP51, no
observamos cambios significativos en los niveles de la proteina MMP-2 y MMP-9

con respecto a la condicion de FKBP51 salvaje, tanto cuando sobreexpresamos
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la mutante FKBP51 FD67/68DV o cuando preincubamos las células BeWo con el

inhibidor FK506 (Figura 52).
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Figura 52. Efectos de FKBP51 sobre los niveles endégenos de proteinas MMP-2 y MMP-9

A. Andlisis de los niveles endégenos de proteinas MMP-2 y MMP-9 de células BeWo transfectadas con los plasmidos
pCl-Neo, pCl-Neo-Flag-hFKBP51 o pCIl-Neo-Flag-hFKBP51 FD67/68DV. Tras una previa deprivacion de SFB, se realizd
una induccién con PMA (100 ng/ml) durante 48 h.

B. Densitometria de los niveles enddgenos de proteinas MMP-2 y MMP-9 de células BeWo transfectadas con los
plasmidos pCl-Neo, pCl-Neo-Flag-hFKBP51 o pCl-Neo-Flag-hFKBP51 FD67/68DV. Los resultados se expresan como el
porcentaje de los niveles de proteinas MMPs (promedio + desvio estandar). Una vez descontado el valor basal del grupo
control (vehiculo), los valores se normalizan al valor promedio del grupo control inducido con PMA (columna blanca, valor
arbitrario = 100 %). Estos resultados son representativos de 3 ensayos independientes. El asterisco (*) indica diferencias
significativas entre una condicién dada y el grupo control inducido con PMA, determinadas por la prueba estadistica Anova

(p<0.05).

En segunda instancia, se midié la degradacion proteolitica de la gelatinasa
MMP-2 en condiciones de sobreexpresion de FKBP52 mediante la técnica de
zimografia. Para este ensayo, se emplearon los medios condicionado de células
BeWo previamente inducidas con PMA durante 24 h. Tal como se observo con
los niveles de la proteina MMP-2, la sobreexpresién de FKBP52 causo el
aumento significativo de la actividad proteolitica de la gelatinasa y su efecto
funcional resulté dependiente de la actividad enzimatica de su dominio PPlasa

(Figura 53).
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Figura 53. Efectos de FKBP52 sobre la actividad proteolitica de MMP-2
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A. Andlisis de las areas de gelatina degradadas del zimograma. Las células BeWo fueron transfectadas con los plasmidos

pCl-Neo, pCl-Neo-hFKBP52 o pCIl-Neo-hFKBP52 F130Y y tras una previa deprivacién de SFB, se realizé una induccién
con PMA (100 ng/ml) durante 24 h.

B. Analisis de los niveles de la proteina FKBP52.

C. Densitometria de las areas de gelatina degradadas. La actividad proteolitica de MMP-2 se midié mediante la técnica de
zimografia. Los resultados se expresan como el porcentaje de la actividad proteolitica de MMP-2 (promedio + desvio
estandar). Una vez descontado el valor basal del grupo control (vehiculo), los valores se normalizan al valor promedio del
grupo control inducido con PMA (valor arbitrario = 100%). Estos resultados son representativos de 5 ensayos
independientes .El asterisco (*) y el numeral (#) indican diferencias significativas determinadas por la prueba estadistica
Anova (p<0.05). El asterisco (*) compara una condicién dada y el grupo control inducido con PMA mientras que el numeral

(#) toma de referencia al grupo FKBP52.

En contraste, la sobreexpresion de FKBP51 produjo una disminucion de la
actividad degradativa de MMP-2 tras 48 h de induccion con PMA. Aunado a estos
resultados, la sobreexpresion de la mutante FKBP51 FD67/68DV o la
preincubacion con la droga FK506 no generaron cambios significativos sobre la

actividad proteolitica de MMP-2 en relacién al grupo FKBP51 (Figura 54).
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Figura 54. Efectos de FKBP51 sobre la actividad proteolitica de MMP-2

A. Analisis de las areas de gelatina degradadas del zimograma. Las células BeWo fueron transfectadas con los plasmidos
pCl-Neo, pCl-NeoFlag-hFKBP51 o pCl-Neo-Flag-hFKBP51 FD67/68DV vy tras una previa deprivacion de SFB, se realizé
una induccién con PMA (100 ng/ml) durante 48 h.

B . Analisis de los niveles de proteina FKBP51.

C. Densitometria de las areas de gelatina degradadas. La actividad proteolitica de MMP-2 se midié mediante la técnica de
zimografia. Los resultados se expresan como el porcentaje de la actividad proteolitica de MMP-2 (promedio + desvio
estandar). Una vez descontado el valor basal del grupo control (vehiculo), los valores se normalizan al valor promedio del
grupo control inducido con PMA (cuyo valor se fija arbitrariamente al 100%). Estos resultados son representativos de 5
ensayos independientes. El asterisco (*) y el numeral (#) indican diferencias significativas determinadas por la prueba
estadistica Anova (p<0.05). El asterisco (*) compara una condicién dada y el grupo control inducido con PMA mientras que

el numeral (#) toma de referencia al grupo FKBP51.

Como habiamos mencionado previamente, las citoquinas constituyen otro
factor clave en la invasion trofoblastica.

Ente las citoquinas estudiadas, la IL-6 ha resultado hasta ahora la mas
controversial en la reproduccion, ya que interviene tanto en procesos pro como
antiinflamatorios (Chaouat, 2004). La placenta constituye la principal fuente de
IL-6 durante la gestacion y no es casual, pues sus funciones son necesarias en el

desarrollo y mantenimiento del embarazo (Kameda,1990). En efecto, se ha
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demostrado que la IL-6 no solo interviene en la vascularizacion de vellosidades
coridnicas, sino también en la remodelacién de tejidos placentarios, modulando la
expresion de metaloproteasas (Bischof, 2000). Ya hacia el final del embarazo, los
niveles de ARNm de IL-6 son cuatro veces mayores que en el primer trimestre,
posiblemente por el proceso proinflamatorio del pre-parto (Agarwal, 2000).

Un dato curioso es que la deficiencia de |IL-6 ocasiona frecuentemente aborto
recurrente (Raghupathy,1999 ; Lim, 2000). Si bien se desconoce el mecanismo,
se cree que la IL-6 regularia la transicion de la respuesta inflamatoria hacia una
respuesta antiinflamatoria y angiogénica. Este proceso resulta indispensable
para que la implantacion embrionaria y la vascularizacion placentaria tengan
lugar (Gutierrez, 2004).

A nivel transcripcional, la expresion de IL-6 esta predominantemente regulada
por 4 sitios reguladores en cis ubicados en el promotor del gen de IL-6, con
motivos de union a NF-kappaB, CREB, C/EBP y AP-1 (Beetz, 2000; Hungness,
2010; Spooren, 2010). La funcién que cumple cada uno de estos sitios es
compleja y depende del tipo celular. Segun el estudio Fujisawa (2000), el éster de
forbol TPA induce la expresion de IL-6 en células trofoblasticas humanas BeWo.

Dicho lo anterior, se analizaron los niveles de IL-6 en el medio condicionado
de células BeWo ftras el tratamiento con PMA durante 24 h y 48 h (Figura 55). En
virtud que PMA indujo un aumento de los niveles de IL-6, se procedio a evaluar

qgue ocurria con este parametro en condiciones de sobreexpresion de FKBPs.
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Figura 55. PMA induce el aumento de los niveles de IL-6 en el medio condicionado de células BeWo

Células BeWo se inducen con PMA (100 ng/ml) durante 24 h o 48 h, tras una deprivacién previa de SFB. Los niveles de
proteina IL-6 en el medio condicionado de células BeWo se midieron mediante la técnica de ELISA. Los resultados se
expresan como porcentaje de los niveles de proteina IL-6 (promedio + desvio estandar), normalizados al valor promedio
del grupo control (vehiculo, cuyo valor se fija arbitrariamente a 1). Estos resultados son representativos de 5 ensayos
independientes.El asterisco (*) indica diferencias significativas entre una condicién dada y el grupo control no inducido,

determinadas por la prueba estadistica Anova (p<0.05).

Llegado a este punto, se observaron efectos disimiles de las FKBPs sobre los
niveles de IL-6 en el medio condicionado de células BeWo. En condiciones de
sobreexpresion de FKBP52, se detectd un incremento significativo de IL-6 en
relacion al grupo control. Esta modulacion positiva de FKBPS52 resulto

dependiente de la actividad enzimatica de su dominio PPlasa (Figura 56).
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Figura 56. Efectos de FKBP52 sobre los niveles de IL-6

A. Analisis de los niveles de la proteina FKBP52 de células BeWo transfectadas con los plasmidos pCI-Neo,
pCl-Neo-hFKBP52 o pCl-Neo-hFKBP52 F130Y. Tras una previa deprivacion de SFB, se realizé una induccion con PMA
(100 ng/ml) durante 24 h.

B. Los niveles de la proteina IL-6 en el medio condicionado de células BeWo se midieron mediante la técnica de ELISA.
Los resultados se expresan como el porcentaje de los niveles de IL-6 (promedio + desvio estandar). Una vez descontado
el valor basal del grupo control (vehiculo), los valores se normalizan al valor promedio del grupo control inducido con PMA
(valor arbitrario = 100 %). Estos resultados son representativos de 5 ensayos independientes. El asterisco (*) y el numeral
(#) indican diferencias significativas determinadas por la prueba estadistica Anova (p<0.05). El asterisco (*) compara una

condicién dada y el grupo control inducido con PMA mientras que el numeral (#) toma de referencia al grupo FKBP52.

En forma contrapuesta, FKBP51 no generd variaciones significativas en los
niveles de IL-6, en comparacion al grupo control inducido con PMA. Aun asi, la
sobreexpresion de FKBP51 FD67/68DV o la pre-incubacion con FK506 reprimié

significativamente la cantidad de IL-6 liberada al medio extracelular (Figura 57).

136



A FKBPS1 | ot S j
GADPH T S—
FKBP51 - + + -

FKS06 (1 uM) - &
FKBPE51 FDE7/88DV - -

- +*

B =

;: 100 —

o

2 Il

m

-% .'# £

5 i ﬁ

a

4]

=

th

2

@

=

=z o

Figura 57. Efectos de FKBP51 sobre los niveles de IL-6

A. Analisis de los niveles de la proteina FKBP51 de células BeWo transfectadas con los plasmidos pCI-Neo,
pCl-Neo-Flag-hFKBP51 o pCl-Neo-Flag-hFKBP51 FD67/68DV. Tras una previa deprivacion de SFB, se realizé una
induccién con PMA (100 ng/ml) durante 24 h.

B. Los niveles de la proteina IL-6 en el medio condicionado de células BeWo se midieron mediante la técnica de ELISA.
Los resultados se expresan como el porcentaje de los niveles de IL-6 (promedio + desvio estandar). Una vez descontado
el valor basal del grupo control (vehiculo), los valores se normalizan al valor promedio del grupo control inducido con PMA
(valor arbitrario = 100%). Estos resultados son representativos de 4 ensayos independientes. El asterisco (*) y el numeral
(#) indican diferencias significativas determinadas por la prueba estadistica Anova (p<0.05). El asterisco (*) compara una

condicién dada y el grupo control inducido con PMA mientras que el numeral (#) toma de referencia al grupo FKBP51.

A modo de conclusion de este apartado, resaltamos el papel modulador de las
FKBPs sobre dos proteinas claves de la invasion trofoblastica.

En condiciones de sobreexpresion de FKBP52, observamos un incremento
significativo de los niveles enddégenos de las MMPs (MMP-2 y MMP-9) y de IL-6,
como también de la actividad proteolitica de MMP-2. En todos los casos, la
modulacién positiva de FKBP52 resultd dependiente la actividad enzimatica de
su dominio PPlasa. En contraste, FKBP51 inhibi6 los niveles de proteina y
degradacion proteolitica de MMP-2 de manera independiente de la actividad

enzimatica de su dominio PPlasa y no afectd los niveles enddégenos de la
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proteina MMP-9, ni la cantidad de IL-6 en el medio condicionado. Curiosamente,
la sobreexpresion de la mutante puntual del dominio PPlasa de FKBP51 o la
preincubacion con FK506 inhibieron los niveles de IL-6. Esta observacion sugiere
que la actividad PPlasa de FKBP51 interviene en la modulacién positiva de los

niveles de IL-6.

2.3. Efectos de FKBP51 sobre el numero de células

La proliferacion y la apoptosis son dos mecanismos estrechamente
vinculados que influyen sobre el crecimiento y desarrollo celular.

Las primeras aproximaciones de AP-1 como modulador de la proliferacion y la
transformacion celular surgieron de su homologia con las oncoproteinas
retrovirales (v-Jun y v-Fos) y su activacion como respuesta a factores de
crecimientos y promotores tumorales.

La capacidad de AP-1 de controlar la proliferacion celular esta determinada,
fundamentalmente, por sus efectos sobre la expresién y funcion de reguladores
del ciclo celular como ciclinas A, D1y E, p53, p21¢P1 p16!NK4a y p19ARF (Shaulin,
2001). Numerosos estudios han reportado el rol crucial y antagdnico de los
miembros de la subfamilia Jun sobre el proceso de proliferacion celular; por el
contrario el papel de la proteina c-Fos sobre este proceso celular aun hoy
continua siendo controversial.

Mientras algunas investigaciones sostienen que c-Fos reprime la proliferacion
celular, otros sostienen que contribuye positivamente pero su rol seria
despreciable o bien, indispensable (Dobrazanski, 1991; Pai, 1994; Balsalobre,
1995; Brusselbach, 1995; Mikula, 2003; Gduller, 2008). Recientemente, se ha
reportado que el silenciamiento parcial de la expresion de FOSL1 o c-Fos
disminuye significativamente la proliferacion de células trofoblasticas, alrededor

de un 60 a 80%, respectivamente (Renaud, 2014).
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En cuanto a la muerte celular, los miembros de la familia de AP-1 tienen una
funcién dual: pueden inducir la apoptosis en algunos tipos celulares pero en otros,
constituyen factores indispensables para la supervivencia celular (Hess, 2004). El
rol de AP-1 sobre la apoptosis de células trofoblasticas aun no ha sido
determinado.

Sobre la base de estos antecedentes y considerando la regulacién negativa
que ejerce FKBP51 sobre la actividad transcripcional de AP-1, analizamos si la
sobreexpresion de FKBP51 tenia un efecto negativo sobre el numero de células
BeWo a corto plazo. Para tal fin, tras una sincronizacion previa de 24 h (por
deprivaciéon de SFB), las células BeWo se mantuvieron en condiciones optimas
de cultivo durante 72 h. Tiempo después, se contabilizaron el numero de células
totales de cada condicidn, por exlusiéon de captacidon de azul de tripan 0,4 % v/v.

En la Figura 58, se compara el numero de células normalizadas (al grupo
control) en funcion del tiempo y se observa que en condiciones de
sobreexpresion transitoria de FKBP51, se logra una inhibicién aproximada del

25 % crecimiento del cultivo celular.

Figura 58. Efectos de FKBP51 sobre el numero de células

FKBPS1 | o

A. Andlisis de los niveles de la proteina FKBP51 de células BeWo

GADPH | " —— transfectadas con el plasmido pCl-Neo o pCl-Neo-Flag-hFKBP51.
B. Tras una deprivacion previa de SFB de 24 h, las células se

mantuvieron en condiciones 6ptimas de cultivo durante 72 h.

B th El numero de células contabilizé por exclusion de captacion de azul
—‘lr— del tripan 0,4% v/v. Los resultados se expresan como el porcentaje de
células (promedio * desvio estandar), normalizados al valor promedio
del grupo control inducido con PMA (valor arbitrario = 100 %). Estos
51

resultados son representativos de 3 ensayos independientes. El
asterisco (*) indica diferencias significativas entre una condicién dada

y el grupo control, determinadas por la prueba estadistica Anova

Porcentaje de células (%)

(p<0.05).
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2.4. Caracterizacion de clones estables de FKBP51

Con el objetivo de caracterizar la regulacién de FKBP51 sobre las funciones
biolégicas de AP-1 y NF-kappaB en las células BeWo, se generaron clones
estables bajo la seleccion del antibidtico G418. Se obtuvieron 3 clones estables
independientes de sobreexpresion del gen tkbp5. Mediante ensayos de WB, se
comprobd los niveles de proteina FKBP51 de los clones obtenidos (Figura 59).
Como control del vector, se utilizo la misma linea celular establemente

transfectada con el plasmido vacio pCl-Neo.

FKBP51 -

GADPH —— . p—

Figura 59. Perfil de los niveles de proteina FKBP51 en clones estables
Andlisis de los niveles de la proteina FKBP51 de células BeWo no transfectadas (NT) [1], de un clon estable del vector

vacio - Control- [2] y de clones estables de FKBP51 [3 -5].

Llegado a este punto, nos interes6 examinar la actividad transcripcional de
AP-1 bajo el tratamiento con PMA. De forma semejante a los resultados previos,
la sobreexpresion estable de FKBP51 causé una significativa disminucion de la
actividad transcripcional de AP-1 en relacién al clon estable del vector vacio

(Figura 60).
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Figura 60. Efectos de la sobreexpresion estable de FKBP51 sobre la actividad transcripcional de AP-1

Células BeWo no transfectadas (NT, columna gris) y clones estables (Control y de FKBP51) se inducieron con PMA
(100 ng/ml) durante 6 h. La actividad transcripcional fue evaluada mediante un ensayo de gen reportero. Los resultados
son representativos de 3 experimentos independientes. Estos se expresan como veces de induccién de AP-1 (promedio *
desvio estandar), resultado del cociente entre la actividad de luciferasa / B-galactosidasa. Una vez descontado el valor
basal del grupo control (vehiculo), los valores se normalizan al valor promedio del clon estable Control (cuyo valor se fija
arbitrariamente al 100%). El asterisco (*) indica diferencias significativas entre una condiciéon dada y el clon estable Control,

determinadas por la prueba estadistica Anova (p<0.05).

A continuacion, nos preguntamos si los cambios a nivel transcripcional de
AP-1 mediados por FKBP51 tendrian efecto sobre los niveles y actividad
biolégica de proteinas codificadas por genes blancos comunes de AP-1 vy

NF-kappaB.

A partir de la Figura 61, resaltamos el efecto inhibitorio de FKBP51 sobre los
niveles endogenos (A-B) y la actividad proteolitica de MMP-2 (C-D). Asimismo,
observamos una reduccion de los niveles de la proteina IL-6 en el medio

condicionado del clon estable de FKBP51 (E).
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Figura 61. Efectos de la sobreexpresion estable de FKBP51 sobre parametros biolégicos de genes blancos de
AP-1y NF-kappaB

Células BeWo no transfectadas (NT, columna gris) y clones estables (Control y de FKBP51) se inducieron con PMA
(100 ng/ml) durante 48 h. Transcurrido dicho lapso de tiempo, se evaluaron distintos parametros. Los resultados son
representativos de 3 ensayos independientes. Tras descontar el valor basal del grupo control (vehiculo), se normalizaron
los resultados al valor promedio del clon estable Control (se le asigna el valor arbitrario de 100%). El asterisco (*) indica
diferencias significativas entre una condicién dada y el clon estable Control, determinadas por la prueba estadistica Anova
(p<0.05).

A. Analisis de los niveles de la proteina MMP-2.

B. Densitometria de los niveles de la proteina MMP-2. Los resultados se expresan como el porcentaje de los niveles de
proteina MMP-2 (promedio + desvio estandar), normalizados a los valores del clon estable Control.

C. Analisis de las areas de gelatina degradadas del zimograma.

D. Densitometria de las areas de gelatina degradadas. Los resultados se expresan como el porcentaje de la actividad
proteolitica de MMP-2 (promedio + desvio estandar), normalizados a los valores del clon estable Control

E. Los niveles de IL-6 en el medio condicionado se midieron mediante la técnica de ELISA. Los resultados se expresan
como el porcentaje de los niveles de IL-6 (promedio + desvio estandar), normalizados a los valores del clon estable

Control.
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Por ultimo, analizamos el efecto de FKBP51 sobre el numero de células y

colonias (Figura 62).

A 153 B
=
- ==
;E 1004
3
% 30
'y C
E » - n 4
5 8
= T * . 5 .
o = e g
5
a T T T T T oy
NT CONTROL 1 2 3 E
§ |
FKBPS51 =
o

NT CONTROL FKBPS1

Figura 62. Efectos de la sobreexpresion estable de FKBP51 sobre el numero de células y colonias

El estudio de los efectos de FKBP51 sobre el nimero de células y colonias se realizé con células BeWo no transfectadas
(NT, columna gris) y clones estables (Control y de FKBP51). Tras una deprivacion previa de SFB de 24 h, las células se
mantuvieron en condiciones 6ptimas de cultivo durante A) 3 dias y B-C) 10 dias. Los resultados son representativos de 3
ensayos independientes. El asterisco (*) indica diferencias significativas entre una condicién dada y el grupo control,
determinadas por la prueba estadistica Anova (p<0.05).

A. El nimero de células contabilizé por exclusidon de captacion de azul del tripan 0.4 % v/v. Los resultados se expresan
como el porcentaje del nimero de células (promedio + desvio estandar), normalizados al valor primedio del clon estable
Control (se le asigna arbitrariamente el valor del 100%).

B. Imagenes representativas del nimero y aspecto de las colonias de cada condicién experimental.

C. El numero de colonias se contabilizé por coloracién con azul violeta 0.1 % v/v. Los resultados se expresan como el

numero de colonias (promedio * desvio estandar).

Por un lado, reprodujimos el esquema experimental de la Figura 58
empleando en este caso puntual los clones estables de FKBP51. Dentro de este
contexto, determinamos que la sobreexpresion estable de FKBP51 genera una
marcada reduccion del numero de células del alrededor del 80 % (Figura 62 A).

Por otro lado, estudiamos el efecto de sobreexpresion de FKBP51 sobre el
numero de colonias a largo plazo (Figura 62 B-C). La capacidad del clon de

FKBP51 para formar colonias a baja confluencia celular fue evaluada 10 dias
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post-siembra, obsevandose una reduccion significativa del numero (alrededor del
50%) y tamafo de las colonias con respecto al clon estable del vector vacio.
Asimismo, registramos diferencias cualitativas en el tamafno de las colonias entre
el clon estable Control y las células BeWo no transfectadas. Probablemente,
dicha disparidad en el tamafo de las colonias responda al tratamiento selectivo
continuo (con G418) que se aplica sobre las lineas estables.

Dado que cambios en el numero de células y colonias son el resultado de un
balance mutuo entre proliferacion y muerte celular, estos hallazgos sugieren que
FKBP51 podria estar influyendo en ese delicado equilibrio favoreciendo la muerte
celular y /o inhibiendo la proliferacion. Mas aun, la modulacién negativa de
FKBP51 sobre AP-1 podria ser uno de los posibles mecanismos para explicar las

variaciones observadas en el crecimiento del cultivo celular.
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3. Efectos funcionales de EGCG sobre la accion

regulatoria de FKBP52 descripta para los factores

de transcripcion AP-1 y NF-kappaB

3.1. Efectos de los flavonoides sobre la actividad

transcripcional de AP-1 y NF-kappaB mediada por FKBP52

Los flavonoides son parte de una gran familia de polifenoles, ampliamente
distribuidos en frutas y vegetales. Una de sus caracteristicas principales es su
capacidad antioxidante. En funcion de ella, los flavonoides son capaces de quelar
iones de metales de transicion (como Fe?*, Cu?* o Zb?*), de catalizar el transporte
de electrones, de secuestrar o estabilizar EROs por hidrogenizacion o formacion
de complejos. Ademas de su capacidad antioxidante, los flavonoides modulan la
actividad de un gran numero de proteinas que intervienen en diferentes vias de
sefalizacion (Williams, 2004).

Estudios epidemiolégicos han demostrado la estrecha relacion entre el
consumo de té verde y los efectos positivos de los flavonoides en la salud
humana (Dwyer, 2013). Los extractos de té verde son rico en un tipo particular de
flavonoides denominados flavan-3-oles. Dentro de los flavan-3-oles, encontramos
a la catequina (C), la epicatequina (EC), la epicatequina-galato (ECG) y la
epigalocatequina-galato (EGCG) (Figura 63). EGCG es el flavan-3-ol mas
abundante del té verde y responsable de la mayoria de los beneficios atribuibles
a esta bebida (Wolfram, 2007). Investigaciones recientes sostienen que, si bien
parte del mecanismo de accién de EGCG responde a sus propiedades
antioxidantes, este flavonoide interacciona con numerosas proteinas modulando

su actividad bioldgica. En ese sentido, EGCG interacciona con proteinas de la

145



membrana plasmatica, activa mensajeros secundarios y vias de sefalizacion,
modula enzimas metabdlicas, regula la expresiéon génica de varios factores de
transcripcion (como AP-1 y NF-kappaB) e interviene en procesos de autofagia
(Dong, 1997; Yang, 2000; Aktas, 2004; Hwang, 2007; Valenti, 2013; Kumazoe,
2013; Kim, 2013).
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Figura 63. Estructuras de la familia de flavan-3-oles utilizadas en la Tesis Doctoral
Estructura de catequina (C), epicatequina (EC), epicatequina galato (ECG) y epigalocatequina galato (EGCG) empleados

en este trabajo. El grupo galato de ECG y EGCG se indican con una flecha.

En la busqueda de ampliar el conocimiento sobre los mecanismos de accidn
de EGCG, se ha descubierto que este flavonoide inhibe la actividad PPlasa de
Pin1. En efecto, Urusova y colaboradores (2011) sefalaron que la interaccién de
EGCG-Pin1 disminuye la abundancia de la ciclina D1 y la actividad
transcripcional de ciertos factores nucleares (NF-kappaB y AP-1) via PMA en
células MEFs. Asimismo, se ha observado que EGCG bloquea la tumorigénesis
mediada por Pin1 en estudios de xenograma murino. En concordancia a los
antecedentes previos de EGCG, nos parecio interesante estudiar los efectos de
este flavonoide sobre la accion regulatoria de FKBP52. Con este propdsito, nos
centramos en determinar cambios en la accion moduladora de FKBP52 sobre

ciertos factores nucleares (AP-1 y NF-kappaB) bajo el estimulo de PMA.
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En primer lugar, analizamos la actividad transcripcional de NF-kappaB
ensayando distintas concentraciones de EGCG (5-50 uM). En la Figura 64, se
observa que EGCG inhibe la actividad transcripcional de NF-kappaB mediada por
FKBP52 en células HEK-293T. Este efecto inhibitorio de EGCG sobre la accion
regulatoria de FKBP52 resulté depediente de la concentracion, siendo su efecto

efectivo a partir de concentraciones mayores o iguales a 25 yM de EGCG.
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Figura 64. EGCG inhibe la actividad transcripcional de NF-kappaB mediada por FKBP52 de manera dependiente
de la concentracién en células HEK-293T

A. Analisis de los niveles de la proteina FKBP52 de células HEK-293T transfectadas con los plasmidos pCl-Neo (1 ug) o
pCl-Neo-hFKBP52 (1 pg). Luego de una preincubaciéon con EGCG (5-50 pyM, 1 h), las células fueron tratadas con PMA
(100 ng/ml) durante 6 h.

B. La actividad transcripcional de NF-kappaB fue evaluada mediante ensayos de gen reportero. Los resultados son
representativos de 3 experimentos independientes. Estos se expresan como veces de induccién de NF-kappaB (promedio
+ desvio estandar), resultado del cociente entre la actividad de luciferasa / 3-galactosidasa. Una vez descontado el valor
basal del grupo control (vehiculo), los valores se normalizan al valor promedio del grupo control inducido con PMA (cuyo
valor arbitrario corresponde al 100 %). El asterisco (*) compara valores con el grupo control estimulado con PMA (cuyo
valor arbitrario correesponde al 100 %) mientras que el numeral (#) toma de referencia al grupo FKBP52 sin

pretratamiento con EGCG.

Mas aun, observamos que el compuesto EGCG requiere de la sobreexpresion
de la INM para que tenga lugar la regulacién negativa sobre la actividad

transcripcional de NF-kappaB (Figura 65).
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A continuacién, se evalud la capacidad regulatoria de otros miembros de la
familia de flavan-3-oles (catequina [C], epicatequina [EC] y epicatequina galato
[ECG]), a la cual EGCG pertenece, sobre la actividad transcripcional de
NF-kappaB en condiciones de sobreexpresion de FKBP52. Curiosamente, se
detectd que los flavonoides con motivo galato (ECG y EGCG) fueron los unicos
capaces de inhibir la actividad trancripcional de NF-kappaB modulada por
FKBP52 (Figura 66). Acorde con este resultado, numerosos autores resaltan la
potente actividad bioldgica que exhiben ambos compuestos (Matsuo, 1996;

Kondo, 2002; Babich, 2007; Feng, 2010).
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Figura 65. La sobreexpresion de FKBP52 es necesaria para el efecto inhibitorio de EGCG sobre la actividad
transcripcional de NF-kappaB

Células HEK-293T fueron transfectadas con los plasmidos pCl-Neo (1 ug) y luego de una preincubacién con EGCG
(25 uM, 1 h) en algunos casos, se trataron con PMA (100 ng/ml) durante 6 h. La actividad transcripcional de NF-kappaB
fue evaluada mediante ensayos de gen reportero. Los resultados son representativos de 3 experimentos independientes.
Estos se expresan como veces de induccién de NF-kappaB (promedio + desvio estandar), resultado del cociente entre la
actividad de luciferasa / B-galactosidasa, y se normalizan al valor promedio del grupo control inducido con PMA sin

preincubacién con EGCG (cuyo valor arbitrario corresponde al 100 %).
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Figura 66. Los efectos de los flavonoides presentes en el té sobre la actividad transcripcional de NF-kappaB en
células HEK-293T

A. Anadlisis de los niveles de la proteina FKBP52 de células HEK-293T transfectadas con los plasmidos pCl-Neo (1 ug) o
pCl-Neo-hFKBP52 (1 pg). Luego de una preincubacién con distintos flavonoides de té (C, EC, ECG, EGCG) a 25 uM
durante 1 h, las células se trataron con PMA (100 ng/ml) por 6 h.

B. La actividad transcripcional de NF-kappaB fue evaluada mediante ensayos de gen reportero. Los resultados son
representativos de 3 experimentos independientes. Estos se expresan como veces de induccion de NF-kappaB (promedio
+ desvio estandar), resultado del cociente entre la actividad de luciferasa / B-galactosidasa. Una vez descontado el valor
basal del grupo control (vehiculo), los valores se normalizan al valor promedio del grupo control inducido con PMA (cuyo
valor arbitrario corresponde al 100 %). El asterisco (*) y el numeral (#) indican diferencias significativas determinadas por
la prueba estadistica de Anova (p<0.05). El asterisco (*) compara valores con el grupo control estimulado con PMA

mientras que el numeral (#) toma de referencia al grupo FKBP52 sin pretratamiento con flavonoides.

Paso siguiente, se analizaron los efectos de EGCG sobre la actividad
transcripcional de AP-1 en células HEK-293T. Tal como se muestra en la Figura
67, se determin6 que la modulacién de EGCG no se circunscribe unicamente a
NF-kappaB sino por el contrario, es capaz de regular a FKBP52 en el contexto de

otro factor de transcripcion.
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Figura 67. EGCG inhibe la actividad transcripcional de AP-1 mediada por FKBP52 en células HEK-293T

A. Anadlisis de los niveles de la proteina FKBP52 de células HEK-293T transfectadas con los plasmidos pCl-Neo (1 ug) o
pCl-Neo-hFKBP52 (1 pg). luego de una preincubaciéon con EGCG (25 uM, 1 h), las células se trataron con PMA (100 ng/ml)
por 6 h.

B. La actividad transcripcional de AP-1 fue evaluada mediante ensayos de gen reportero. Los resultados son
representativos de 3 experimentos independientes. Estos se expresan como veces de induccién de AP-1 (promedio *
desvio estandar), resultado del cociente entre la actividad de luciferasa / B-galactosidasa. Una vez descontado el valor
basal del grupo control (vehiculo), los valores se normalizan al valor promedio del grupo control inducido con PMA (cuyo
valor arbitrario corresponde al 100 %). El asterisco (*) y el numeral (#) indican diferencias significativas entre condiciones
experimentales determinadas por la prueba estadistica de Anova (p<0.05). El asterisco (*) compara valores con el grupo
control estimulado con PMA mientras que el numeral (#) toma de referencia al grupo FKBP52 sin pretratamiento con

EGCG.

De forma analoga a lo descripto para NF-kappaB, la sobreexpresion de
FKBP52 resulté un requisito necesario para que EGCG produzca cambios en la

actividad transcripcional de AP-1 (Figura 68).
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Figura 68. La sobreexpresion de FKBP52 es necesaria para el efecto inhibitorio de EGCG sobre la actividad
transcripcional de AP-1

Células HEK-293T fueron transfectadas con los plasmidos pCl-Neo (1 ug) y luego de una preincubacién con EGCG
(25 puM, 1 h), en algunos casos, se trataron con PMA (100 ng/ml) durante 6 h. La actividad transcripcional de AP-1 fue
evaluada mediante ensayos de gen reportero. Los resultados son representativos de 3 experimentos independientes.
Estos se expresan como veces de induccién de AP-1 (promedio + desvio estandar), resultado del cociente entre la
actividad de luciferasa / B-galactosidasa, y se normalizan al valor promedio del grupo control inducido con PMA sin

preincubacién con EGCG (cuyo valor arbitrario corresponde al 100 %).

Contextualizado el efecto de EGCG sobre la actividad transcripcional de
NF-kappaB y AP-1 en células HEK-293T, intentamos reproducir la misma bateria
de ensayos en las células BeWo.

En primera instancia, nos encontramos con la limitacién de medir la actividad
transcripcional de NF-kappaB dado una baja sefial reportera. En consecuencia,
redujimos el analisis de los efectos de EGCG al estudio de la actividad
transcripcional de AP-1. En este marco, demostramos que EGCG inhibe el efecto

estimulatorio de FKBP52 (Figura 69).
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Figura 69. EGCG inhibe la actividad transcripcional de AP-1 mediada por FKBP52 en células BeWo

A. Analisis de los niveles de proteina de FKBP52 de células BeWo transfectadas con los plasmidos pCl-Neo (1 ug) o
pCl-Neo-hFKBP52 (1 ug) y luego de una preincubacién con EGCG (25 pM, 1 h), las células se trataron con PMA
(100 ng/ml) por 6 h.

B. La actividad transcripcional de AP-1 fue evaluada mediante ensayos de gen reportero. Los resultados son
representativos de 3 experimentos independientes. Estos se expresan como veces de induccién de AP-1 (promedio *
desvio estandar), resultado del cociente entre la actividad de luciferasa / 3-galactosidasa. El asterisco (*) y el numeral (#)
indican diferencias significativas entre condiciones experimentales determinadas por la prueba estadistica de Anova
(p<0.05). Una vez descontado el valor basal del grupo control (vehiculo), los valores se normalizan al valor promedio del
grupo control inducido con PMA (cuyo valor arbitrario corresponde al 100 %). El asterisco (*) compara valores con el grupo
control estimulado con PMA mientras que el numeral (#) toma de referencia al grupo FKBP52 sin pretratamiento con

EGCG.

La actividad represora de EGCG sobre la accion estimulatoria de FKBP52
guarda similitud con los efectos funcionales de la droga FK506. Esta reportado
que FK506 inhibe la actividad transcripcional de NF-kappaB medida por FKBP52
en células HEK-293T (Erlejman, 2014). De manera semejante, FK506 no solo
modula negativamente la accion estimulatoria de FKBP52 sino también la
actividad inhibitoria de FKBP51 sobre la actividad transcripcional de AP-1 en
células BeWo (Figura 70). Estas observaciones apoyan los resultados obtenidos

en el apartado 1.6 del Capitulo 1. La actividad PPlasa de las FKBPs cumple un
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rol critico sobre la regulacion de la actividad transcripcional de AP-1 en células

trofoblasticas BeWo.
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Figura 70. FK506 inhibe la actividad transcripcional de AP-1 mediada por FKBPs en células BeWo

Analisis de los niveles de proteina FKBP51 (A) y FKBP52 (C) de células BeWo transfectadas con los plasmidos pCl-Neo
(1 pg) o pCl-Neo-Flag-hFKBP51 o pCl-Neo.-hFKBP52. Luego de una pre-incubacion con FK506 (1 pM, 0.5 h), las células
se trataron con PMA (100 ng/ml) durante 6 h.

La actividad transcripcional de AP-1 mediado por FKBP51 (B) o FKBP52 (D) fue evaluada mediante ensayos de gen
reportero. Los resultados son representativos de 3 experimentos independientes. Estos se expresan como veces de
induccion de AP-1 (promedio * desvio estandar), resultado del cociente entre la actividad de luciferasa / 3-galactosidasa.
Una vez descontado el valor basal del grupo control (vehiculo), los valores se normalizan al valor promedio del grupo
control inducido con PMA (cuyo valor arbitrario corresponde al 100 %). El asterisco (*) y el numeral (#) indican diferencias
significativas entre condiciones determinadas por la prueba estadistica de Anova (p<0.05). El asterisco (*) compara
valores con el grupo control estimulado con PMA mientras que el numeral (#) toma de referencia al grupo

FKBP51/FKBP52 sin pretratamiento con FK506, segun corresponda.

3.2. Efectos de los flavonoides sobre la viabilidad celular

Consideramos también que el efecto observado pueda deberse a una posible

citotoxicidad de los flavonoides del té verde ensayados, por lo tanto analizamos
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la viabilidad celular por reduccion del compuesto MTT. Para tal fin, las células se

incubaron con los compuestos a distintas concentraciones y tiempos.

Por un lado, como se muestra en la Figura 71, observamos que los
flavonoides del té verde no afectan la viabilidad de las células HEK-293T a baja
concentracion (25 pM) y tiempos cortos de incubacién (7 h) semejantes a los

ensayados en los experimentos del apartado 3.1 de la seccion Resultados.
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Figura 71. Efectos de los flavonoides presente en el té verde sobre la viabilidad celular de las células HEK-293T

Células HEK-293T fueron incubadas con distintos tipos de flavonoides presentes en té verde (25 pM) durante 7 h . La
viabilidad celular fue evaluada mediante ensayos de MTT. Los resultados son representativos de 3 experimentos
independientes. Estos se expresan como porcentaje de viabilidad celular (promedio+ desvio estandar), normalizado al

grupo control (vehiculo).

Cuando estudiamos el efecto de EGCG a concentraciones mayores (50 pM),
detectamos que causa una reduccion del porcentaje de la viabilidad celular de

aproximadamente 25 % (Figura 72).
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Figura 72. EGCG afecta la viabilidad celular de las células HEK-293T a altas concentraciones

Células HEK-293T fueron incubadas con EGCG (10-50 uM) durante 7 h . La viabilidad celular fue evaluada mediante
ensayos de MTT. Los resultados son representativos de 3 experimentos independientes. Estos se expresan como
porcentaje de viabilidad celular (promedio + desvio estandar), normalizado al grupo de células tratadas con el vehiculo. El
asterisco (*) indica diferencias significativas con respecto al grupo control, determinadas por la prueba estadistica de

Anova (p<0.05).

Por otro lado, cuando las células BeWo se incubaron con EGCG a tiempos
largos (24 o 48 h), encontramos variaciones significativas en el numero de
células BeWo, cuya magnitud varia en funcion de la concentracion y tiempo final
de incubacién con EGCG (Figura 73 y Figura 74). Considerando estos resultados,
se calculé el valor de concentracidon citotdéxica 50 (CC50) para los tiempos de
24 h'y 48 h, siendo CC50=56,6 uM y CC50= 40,2 uM, respectivamente.

En resumen, la viabilidad de ambas lineas celulares decrece conforme mayor
es la concentraciéon de EGCG y mayor es el tiempo de incubacién. Cabe destacar
que luego de incubar las distintas lineas celulares con EGCG 25 uM no
observamos cambios significactivos en la viabilidad celular, para los tiempos de

incubacion ensayados.
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Figura 73. Efecto de EGCG sobre la morfologia y niumero células BeWo.
Imagenes representativas de campo claro de células BeWo incubadas con distintas concentraciones de EGCG (5-75 uM)

durante 24 h.
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Figura 74. EGCG disminuye la viabilidad celular de las células BeWo de manera dependiente de la concentracion

Células BeWo fueron incubadas con EGCG (5-75 pM) durante 24 h. La viabilidad celular fue evaluada mediante ensayos
de MTT. Los resultados son representativos de 3 experimentos independientes. Estos se expresan como porcentaje de
viabilidad celular (promedio + desvio estandar), normalizado al grupo de células tratadas con el vehiculo. El asterisco (*)

indica diferencias significativas con respecto al grupo control, determinadas por la prueba estadistica de Anova (p<0.05).
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3.3. Efectos de EGCG sobre las funciones bioldgicas de

AP-1y NF-kappaB

Considerando el efecto de EGCG sobre la actividad transcripcional de
NF-kappaB y AP-1 mediados por FKBP52, nos preguntamos si este efecto podria
traducirse en cambios sobre las funciones biologicas de ambos factores
nucleares, tales como la expresion de IL-6 y la actividad proteolitica de MMP-2 en

células trofoblasticas BeWo.

Pro-MMP-2 2> c

EGCG T EGCG -+ -t ¢

PMA % e " P, - + - +*
3 £
= 1504
= = 100 — 3 T
g -
- 1]
o™ s
Bd g o]

=]
:E =
Q= o g
Qo b=
$3 2 *
= 2
Q
< 2
[ z 0 [

Figura 75. Efectos de EGCG sobre la actividad proteolitica de MMP2 y los niveles de IL-6

A. Analisis de las areas degradadas de gelatina. Tras una preincubacién con EGCG (25 uM, 1 h), las células BeWo fueron
inducidas con PMA (100 ng/ml) durante 24 h.

B. La actividad proteolitica de MMP-2 se midié mediante la técnica de zimografia.

C. Los niveles de IL-6 se midieron mediante la técnica de ELISA.

Los resultados B y C se expresan como el porcentaje de la actividad proteolitica de MMP-2 y los niveles de IL-6 (promedio
+ desvio estandar) respectivamente, normalizados a los valores del grupo control inducido con PMA (cuyo valor se fija

arbitrariamente al 100 %). Estos resultados son representativos de 3 ensayos independientes.

Hasta el presente se ha documentado que EGCG interfiere en multiples
estadios de la regulacion de IL-6 y particularmente, de MMP-2. En concreto,

varios autores sefialan que EGCG disminuye la expresiéon de MMP-2 e IL-6,
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bloquea estéricamente a MMP-14 y aumenta los niveles de TIMP-2 en varias
lineas celulares. De ahi que, nos interesé determinar si EGCG per se induce
cambios sobre los niveles de IL-6 y la actividad proteolitica de MMP-2 (Figura 75).
Dentro del marco experimental consensuado, no observamos cambios
significativos de los parametros evaluados en virtud de la incubacién o no con el

flavonoide EGCG.
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Figura 76. Efectos de EGCG sobre la actividad proteolitica de MMP2 y los niveles de IL-6 mediados por FKBP52

A. Analisis de las areas degradadas de gelatina de células BeWo transfectadas con los plasmidos pCl-Neo o
pCl-Neo-hFKBP52. Tras una preincubacion con EGCG (25 uM, 1 h) o FK506 (1 uM, 0.5 h), las células fueron inducidas
con PMA (100 ng/ml) durante 24 h.

B-D. Analisis de los niveles de proteina FKBP52.

C. La actividad proteolitica de MMP-2 se midié mediante la técnica de zimografia.

E. Los niveles de IL-6 se midieron mediante la técnica de ELISA.

Los resultados C y D se expresan como el porcentaje de la actividad proteolitica de MMP-2 y los niveles de IL-6 (promedio
+ desvio estandar) respectivamente, normalizados a los valores del grupo control inducido con PMA (cuyo valor se fija
arbitrariamente al 100 %). Estos resultados son representativos de 3 ensayos independientes. El asterisco (*) y el numeral
(#) indican diferencias significativas determinadas por la prueba estadistica Anova (p<0.05). El asterisco (*) compara una
condicién dada con el grupo control estimulado con PMA mientras que el numeral (#) toma de referencia a la condicién de

sobreexpresion de FKBP52 sin pretratamiento con EGCG o FK506.
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Avanzando en nuestro razonamiento, repetimos los ensayos anteriores pero
esta vez en condiciones de sobreexpresion de FKBP52. Mediante estos ensayos,
demostramos que efectivamente EGCG, al igual que FK506, reprimen la
modulacién positiva de FKBP52 sobre la actividad proteolitica de MMP-2 y la

cantidad de IL-6 en el medio condicionado (Figura 76).

3.4 Estudio de la union in silico de FKBP52 y EGCG

Por ultimo, para sumar evidencias de una posible interaccion directa entre
FKBP52 y EGCG, se recurrio a una herramienta computacional, como es el
analisis bioinformatico del acoplamiento molecular de FKBP52-ligando. Para esto
las estructuras quimicas de los ligandos EGCG y FK506 se dibujaron con el
programa Marvin Sketch. El andlisis de la union in silico de FKBPS52 y el
compuesto EGCG se realizé mediante el uso de dos estructuras tridimensionales
del dominio FK1 y FK2 de FKBP52 libre (PDB: 1Q1C) o unida a FK506
(PBD:4LAX). La determinacion de las coordenadas de la grilla de union del
complejo se ubicaron espacialmente en funcion de los aminoacidos reportados
como claves para la configuracion estructural y funcional del dominio PPlasa
empleando la aplicacion Autodock Mgltools. Las energias de unién de los
complejos FKBP52-ligando fueron calculados y ordenados de menor a mayor por
la aplicacién AutodockVina.

Como bien se describid en la Introduccion, FKBP51 y FKBP52 contienen dos
dominios N-terminales (FK1 y FK2) que guardan similitud estructural con FKBP12.
El dominio FK1 de ambas proteinas contienen el bolsillo catalitico activo,
responsable de la actividad PPlasa de las FKBPs, y el sitio de union de FK506.
Mientras que el dominio FK2, estructuralmente similar a FK1, carece de actividad
PPlasa y no se une a FK506. Ademas del bolsillo catalitico de FK1, existe un
bucle rico en prolinas situado por arriba del sitio activo que actua como superficie

de interaccion critica en la regulacion de receptores nucleares (Sinars, 2013).
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Recientemente, se ha observado que la configuracién espacial de pequefios
bucles que circundan al bolsillo catalitico cumplirian un rol importante sobre la
actividad enzimatica de FKBP52 (Hung, 2014).

En la tabla 4 se muestran los valores de afinidad de union de los

acoplamientos moleculares del complejo proteina-ligando.

Tabla 4: Energia de union de los complejos FKBP52- ligando (EGCG o
FK506)

Energia de unién (Kcal/mol)

1Q1C 4LAX
EGCG -6.7 -6.8
FK506 -6 -94

En funcion de la Tabla 4, observamos que EGCG presenta un valor de
energia de unién a FKBP52 similar al inhibidor especifico de las FKBPs para la
conformacion del dominio FK1-FK2 de FKBP52 libre de ligando. No obstante
cuando se analiza el acoplamiento molecular de la estructura de FKBP52
cristalizada con FK506, se observa que la energia de unién para EGCG es menor
en relacién a FK506. Probablemente esta diferencia de energia de union entre
ambos compuestos responda a restricciones estéricas condicionadas por la

union de FK506 a FKBP52.

Se evaluo la fiabilidad del método tomando de referencia al compuesto FK506
dispuesto en la conformacion de FKBPS52 cristalizada con el inhibidor, y se
observé que los resultados de acomplamiento molecular se aproximaban, con

pequenas incertezas, a los datos experimentales.
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Como conclusion del apartado, se determind que EGCG es capaz de
interactuar virtualmente con el bolsillo catalitico de FKBP52 (libre de FK506), con
energia de enlace similar a FK506 (Figura 77). Esta observacion apoya la
hipétesis de que EGCG podria actuar como un inhibidor natural de la actividad

enzimatica de FKBP52 e influir sobre la actividad biologica de AP-1 y NF-kappaB.

Figura 77. Unién in silico de EGCG y FK506 al bolsillo catalitico de FKBP52
Imagenes representativas del acoplamiento in silico de EGCG (A) y FK506 (B) al bolsillo catalitico de FK1, generadas por
el programa UCFS Chimera. Los dominios FK1 y FK2 de FKBP52 estan coloreados en gris, el flavonoide EGCG en verde

y FK506 en amarillo.
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DISCUSION



1. Discusioén del capitulo 1

La regulacion de las vias de sefializacién constituye un factor clave en el
desarrollo de diferentes procesos basicos y especializados que suceden en las
células. En este sentido, el estudio experimental acumulativo en esta area ha
posibilitado identificar el importante rol que desempenan las INMs de alto peso
molecular en muchos de estos procesos (Horowitz, 2002; Steger, 2002;
Galigniana, 2010; Liou, 2011; Erlejman, 2014). Estas INMs poseen dominios TPR
a través de los cuales se asocian a otras proteinas y un dominio PPlasa que tiene
actividad peptidil-prolil cis/trans-isomerasa. La actividad enzimatica del dominio

PPlasa se inhibe por union al macrélido FK506.

La primera caracterizaciéon sobre la participacion de las INMs en vias de
sefalizacion fue descripta para los RE. Los RE forman complejos multiproteicos
con un grupo de chaperonas moleculares, entre las que se destacan Hsp90 e
INMs de alto peso molecular. Tradicionalmente, se considerd que las funciones
de las chaperonas asociadas al complejo se limitaban unicamente a la
receptividad y retencién del receptor en el citoplasma. Una vez ocurrida la
transformacion (disociaciéon del heterocomplejo), se sugeria que el receptor
translocaba al nucleo donde posteriormente, dimerizaba y actuaba como FT
(Dahmer, 1984). Sin embargo, afios mas tarde, miembros de nuestro grupo de
trabajo propusieron un modelo alternativo. Este modelo sostiene que distintas
proteinas del heterocomplejo no solo juegan un rol critico en la receptividad del
ligando sino también en el transporte activo del complejo y actividad
transcripcional del receptor. En particular, dos INMs denominadas FKBP51 y
FKBP52 intervienen en cada de una de estas instancias desempefando
funciones antagodnicas entre si (Galigniana, 2001; Galigniana 2010). Actualmente,

se ha extendido el estudio de las funciones regulatorias de FKBP51 y FKBP52 a
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otros factores nucleares, tales como NF-kappaB y p53 (Galigniana, 2004;
Erlejman 2014). En este contexto, nuestro grupo de trabajo ha hecho un aporte
importante sobre la regulacién de NF-kappaB mediado por las proteinas
FKBP51/FKBP52. Demostramos que existe una interaccidon entre estas INMs y
NF-kappaB, y que las FKBPs regulan en forma contrapuesta la activacion de este
factor nuclear. Por un lado, determinamos que FKBP51 retrasa la translocacion
nuclear de RelA/p65 e inhibe la actividad transcripcional de NF-kappaB. Por otro
lado, FKBP52 prolonga la retencién nuclear de RelA/p65 y estimula la actividad
transcripcional de dicho FT. En contraste con RE, los efectos de las FKBPs sobre
NF-kappaB son independientes de Hsp90 (Erlejman, 2014). No obstante, otros
autores senalan que la chaperona Hsp90 intervendria en eventos tempranos de
la activacion de NF-kappaB formando complejos con FKBP51 e IKK (Romano,
2015). La importancia funcional de la actividad PPlasa de las FKBPs constituye
otro rasgo a destacar. También, a diferencia de la activacion de RE via FKBPs, la
actividad PPlasa de FKBPS52 resulta ser condicion indispensable para la
modulacién positiva que ejerce sobre NF-kappaB. Por el contrario, FKBP51 no
requiere de dicha actividad enzimatica para su accion inhibitoria (Erlejman, 2014).
En suma, estos hallazgos sugieren que la regulacion de las FKBPs sobre el
retrotransporte y actividad transcripcional podria ser un proceso que también
afecta a factores nucleares de variada naturaleza pero que comparten la
propiedad de estar sujetos a la relocalizacion subcelular en respuesta a un
estimulo dado.

Los FTs de la familia AP-1 son proteinas ubicuas, con dominio bZip,
correspondientes a las subfamilias de Fos, Jun, MAF o ATF (Glover, 1995;
Shaulian, 2002; Eferl, 2003). Regulan una multitud de genes involucrados en
diversos procesos celulares en respuesta a una amplia variedad de estimulos,
tales como factores de crecimiento, ésteres de forbol, citoquinas,
neurotrasmisores y radiacion UV (Angel, 1991). Para desempefiar sus funciones,

los FTs AP-1 son regulados finamente en distintas instancias de la via de
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sefalizacion. Las modificaciones postraduccionales, en particular la fosforilacion,
constituyen mecanismos de regulacion criticos para este FT. En efecto, la
fosforilaciéon de AP-1 desencadena una activacion rapida e independiente de la
sintesis de novo (Herdegen, 1998; Sng, 2000).

Existen numerosas quinasas capaces de fosforilar a AP-1, entre las cuales
se destacan miembros de la familia de las MAPK como ERK y JNK. Ambas
quinasas intervienen en la fosforilacion de c-Fos y c-Jun, respectivamente
(Pulverer, 1991; Smeal, 1991; Okazaki y Sagata, 1995; Murphy, 2002; Monje,
2003; Sasaki, 2006; Gomard, 2008). Tanto ERK (ERK 1 y ERK 2) como JNK
(UNK 1 y JNK 2) cuentan con isoformas estructuralmente similares y efectores
comunes. A pesar de la gran cantidad de trabajos sobre el tema, todavia resulta
controversial si las isoformas de ERK o bien de JNK, son funcionalmente
diferentes o redundantes entre si (Sabapathy, 2004; Yao, 2014, Busca, 2016).

Ante estos antecedentes, el objetivo del Capitulo 1 ha sido profundizar el
conocimiento de los mecanismos de regulacion de las FKBPs sobre los FTs de la
familia de AP-1, en particular sobre c-Fos. En tal sentido, nos centramos en la
caracterizacion de los mecanismos regulatorios de las FKBPs sobre AP-1 en un
modelo de células trofoblasticas humanas (BeWo). Utilizamos al éster de forbol
PMA como estimulo central. Dado que a nivel practico, las células BeWo se
transfectan con una eficiencia moderada (20-30%), se utilizé adicionalmente la
linea celular HEK-293T para los ensayos de genes reporteros. Esta linea celular
ofrecid mayor versatilidad en la transfeccion de plasmidos y sensibilidad de
respuesta.

Lo primero que analizamos en el presente capitulo fueron los efectos de las
FKBPs sobre los eventos tempranos de activacion de AP-1. En particular, nos
centramos en la fosforilacion de las quinasas de las MAPKs.

Hasta la actualidad, existe un unico registro de la accién de las INMs sobre los
miembros de la cascada de las MAPK (Park, 2012). Se observé que Pin1

isomeriza a la quinasa JNK actuando sobre motivos pThr-Pro especificos y
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genera un cambio conformacional que favorece la uniéon con sus sustratos
especificos. Por su parte, los resultados que se expusieron en este capitulo
demuestran que la sobreexpresion de FKBP52 favorece un incremento sostenido
de los niveles de ERK (su forma activa) en respuesta al tratamiento con PMA
(Figura 13). En forma semejante, al sobreexpresar FKBP52 observamos un
aumento de los niveles de p-JNK, con la unica salvedad que no fue posible
normalizarlos respecto a JNK total tal como lo efectuamos para la quinasa ERK.
De este modo, los niveles de p-JNK se normalizaron a los valores de GADPH
(control de carga) (Figura 16), detectando un efecto de FKBP52 representado
como un aumento de p-JNK, también durante un periodo de tiempo mayor.

En este aspecto, resultaria interesante determinar si FKBP52 genera
cambios en estado de fosforilacién de JNK o bien, modifica la expresién de dicha
quinasa.

Habiendo determinado cambios en la fosforilacion de ERK dada la
sobreexpresion de FKBP52, nos preguntamos que efectos tendria la activacion
sostenida de ERK mediada por FKP52 sobre la via de sefializacion de c-Fos. La
cinética de activacion de la via de ERK constituye uno de los mecanismos
temporo-espaciales que condicionan la respuesta bioldgica. En efecto, cambios
en la magnitud como la duracion de la actividad de ERK pueden derivar en
distintos comportamientos celulares (Greenberg, 1985; Vouret-Craviari, 1993;
Weber, 1997).

Las proteinas codificadas por IEGs, tales como c-Fos, son buenos candidatos
para monitorear la duracion de la activacion de una cascada intracelular. En este
sentido, ausencia de estimulo, estas proteinas se encuentran a niveles bajos o
indetectables; pero una vez que las células son estimuladas, los IEGs son
transcripcionalmente inducidos en unos pocos minutos y los niveles de proteina
incrementan rapidamente. Sin embargo, la induccion de IEGs es insuficiente para
que sus productos funcionen como factores de transcripcion. Se requieren de

instancias de activacion y estabilizacion posteriores para que esto ocurra
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(Herschman, 1991; Morgan, 1991). El enfoque experimental sobre c-Fos como
sensor de la duracién de la activacion de ERK propuesto por Murphy y
colaboradores (2002), implico un aporte valioso a esta area de estudio. Lo
novedoso de esta investigacién resultd ser el descubrimiento de niveles de
regulacion adicionales dependiente de la quinasa ERK. El modelo sugerido
propone tres pasos: en primer lugar, una vez que ERK es fosforilado, la
transcripcion de c-fos es inducida rapidamente. Esto sucede por la accion de
ERK sobre los factores de transcripciéon que se unen al promotor de c-fos, que
incluyen a Elk-1 y otros miembros del complejo ternario. En segundo lugar, dada
la naturaleza inestable de la proteina c-Fos, ERK es capaz de fosforilar a c-Fos y
estabilizarla. Este paso requiere la presencia de ERK y/o RSK en el nucleo en el
momento que c-Fos se ha acumulado. En tercer lugar, ERK se une a c-Fos en un
sitio especifico denominado DEF lo cual permite fosforilaciones posteriores en el
extremo C-terminal que resultan en cambios en la localizacion nuclear, tasa de
unién a secuencias de ADN dianas y actividad transcripcional. Estos tres niveles
de regulacion mediados por ERK ocurren secuencialmente y tienen lugar
unicamente cuando la activacién de ERK es sostenida en el tiempo. En otros
términos, cuando ERK es activado en forma transitoria, c-Fos no se fosforila y
rapidamente se degrada. Por el contrario, la activacion sostenida de ERK resulta
en una fosforilacion eficiente de c-Fos en su extremo C-terminal, lo cual lo
estabiliza por varias horas y favorece su accion como factor de transcripcidn
(Stork, 2002).

En consonancia con el modelo de Murphy, observamos que la activacion
sostenida de ERK, inducida por PMA e incrementada por FKBP52,
correlacionaba con un aumento de los niveles de proteina (Figura 18 y Figura 19)
y de la estabilidad de c-Fos (Figura 24). De igual modo, se detecté un aumento
de la retencion nuclear de c-Fos (Figura 30), de su unién al ADN (Figura 47 y

Figura 48) y de la actividad transcripcional de AP-1 (Figura 38).
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En contraste, FKBP51 no alter¢ la cinética de activacion de ERK (Figura 15).
Mas aun, no se observaron cambios en la estabilidad (Figura 24) ni en los niveles
de proteina de c-Fos (Figura 19). Dentro de la variedad de parametros evaluados
de la via de c-Fos, la sobreexpresion de FKBPS51 unicamente alterd la
localizacion subcelular (Figura 30) y actividad de transcripcional de c-Fos (Figura
41). En efecto, FKBP51 retras6 la importacién nuclear y disminuyo la fraccidon
maxima acumulada de c-Fos en el nucleo. Asimismo, FKBP51 inhibié la actividad
transcripcional de AP-1.

Cabe sefialar que la regulacién de las FKBPs sobre la localizacion subcelular
de c-Fos y la actividad transcripcional de AP-1 guarda similitud con el
comportamiento ya descripto de ambas FKBPs sobre ciertos factores nucleares
(RE y NF-kappaB). Ateniendo a estas evidencias, ha de resaltarse el papel clave
que desarrollan las FKBPs modulando el transporte y la funcién de FTs, siendo
ésta ultima dependiente de la relacién de expresion de ambas INMs. No obstante,
existen diferencias al comparar las interacciones entre las FKBPs y los factores
nucleares. En ausencia de estimulo, GR y NF-kappaB interaccionan
exclusivamente con FKBP51. Tras el estimulo especifico, ambos factores
nucleares intercambian FKBP51 por FKBP52 y en virtud de ello, son
retrotransportados al nucleo. Por su parte, c-Fos interacciona con FKBP51 y
FKBP52 en condiciones basales, siendo esta ultima INM la cual continua
asociada a c-Fos posterior al estimulo (Figura 45). Este resultado nos permiten
especular acerca de una posible competencia de ambas FKBPs por c-Fos en
condiciones basales cuyos efectos en principio desconocemos. Una vez
acontecido el estimulo, el transporte activo de c-Fos al nucleo podria favorecerse.
La interaccion de c-Fos con la chaperona molecular Hsp90 plantea la posibilidad
que c-Fos forme un heterocomplejo con Hsp90 y FKBP52. Ya en el nucleo,
podemos suponer que FKBP52 genera cambios conformacionales de c-Fos.
Estas modificaciones estimularian la actividad transcripcional y/o la interaccion

de c-Fos con otras proteinas. Un mecanismo de accion similar fue propuesto
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para la parvulina Pin1. Segun Monje y colaboradores (2003), luego de que ERK
fosforila a c-Fos, Pin1 interacciona con el factor de transcripcion e incrementa su
actividad transcripcional.

Otro rasgo a destacar es la contribucion funcional del dominio PPlasa de
ambas FKBPs. Determinamos que la regulacién mediada por las FKBPs es
dependiente de su actividad PPlasa, pues la accién de las FKBPs sobre AP-1 no
sblo es abolida por la droga FK506 (que inhibe la actividad de PPlasa) sino
también por el uso de mutantes puntulales de las FKBPs del sitio catalitico
PPlasa. A diferencia de GR y NF-kappaB, la actividad PPlasa de FKBP51
pareciera tener un papel clave en la actividad inhibitoria de esta INM sobre AP-1.
Esto se evidencia con los efectos de las mutantes puntuales del dominio PPlasa
de FKBP51 en células HEK-293T y BeWo, ademas del efecto del pretratamiento
con FK506 analizado en esta ultima linea celular. Particularmente, la
sobreexpresion de FKBP51 FD67/68DV en células HEK-293T no solo produce la
pérdida del efecto inhibitorio de FKBP51 sobre la actividad transcripcional de
AP-1 sino que genera, ademas, un efecto estimulatorio (Figura 42). Como
respuesta al efecto general e inhibitorio de FK506 sobre la actividad PPlasa de
las FKBPs, cabria determinar cual es el efecto de la droga SAFit sobre la
actividad transcripcional de AP-1 mediada por FKBP51. ElI compuesto SAFit es
un inhibidor especifico de la actividad PPlasa de FKBP51 y resultaria util
testearlo con el fin de evaluar la potencial ganancia de funcion de la mutante
FKBP51 FD67/68DV (Gaali, 2015).

Hay que mencionar también que, ademas del rol crucial del dominio PPlasa,
el dominio TPR de FKBP52 cumple un importante rol en la modulacién de la
actividad transcripcional de AP-1 (Figura 40). La sobreexpresion de la mutante
puntual FKBP52 K354A inhibe enteramente el efecto estimulatorio de FKBP52
salvaje sobre la actividad transcripcional de AP-1. Esto sugiere que el dominio

TPR de FKBP52 estad involucrado en un mecanismo de accion de la INM,
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probablemente en la interaccion con otras proteinas regulatorias como cofactores

o Hsp (Hsp70, por ejemplo).

En virtud de que se utilizaron dos lineas celulares diferentes en la
caracterizacion de la actividad transcripcional de AP-1, fue posible demostrar que
la regulacion de las FKBP51 y FKBP52 sobre AP-1 no es exclusiva de una linea
celular especifica. Mas aun, el efecto regulatorio positivo de FKBP52 sobre la
actividad transcripcional de AP-1 no solo ocurre ante un unico estimulo, dado que
también se presenta cuando la activacién de AP-1 se da mediante estimulos de
distintas naturaleza como ser: éster de forbol (PMA), estrés oxidativo (TBOOH) e

interlequina (IL-1B) (Figura 44).

2. Discusioén del capitulo 2

Numerosas investigaciones sefialan que alteraciones en la expresion de la
co-chaperona FKBP52 desencadenan insensibilidad a la hormona progesterona
y problemas ginecoldgicos asociados, tales como fallas en la receptividad e
implantacion uterina, endometriosis y abortos recurrentes (Cox, 2004; Tranguch,
2005; Hirota, 2008; Chen, 2015). A estos trastornos utero-placentarios, se les
suma la preeclampsia y la restriccion del crecimiento intrauterino (Acar, 2015).

Hasta el presente, debido a su alta incidencia clinica, la patogénesis de la
preeclampsia resulta un tema recurrente de estudio. Si bien la etiologia de la
preeclampsia aun no se conoce con exactitud, se cree que la hipoperfusion
uteroplacentaria constituye uno de los mecanismos fisiopatdlogicos centrales
(Zhou, 1997; Zhou, 2002). Dentro de este contexto, se subraya las deficiencias
funcionales de MMPs. Las MMPs y las citoquinas desempefian un importante rol
en la remodelacion de la MEC vy vascularizacion de la interfase

materno-placentaria (Kameda, 1990; Shimonovitz, 1994; Bischof, 2010; Suman,
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2012). Entre la variedad de MMPs, las MMP-2 y MMP-9 determinan el
comportamiento invasivo del citotrofoblasto extravelloso. La actividad proteolitica
de ambas MMPs esta sujeta a una estricta regulacion que ocurre principalmente
en tres instancias modulables por miembros de la familia de AP-1 y de
NF-kappaB: transcripcion, activacion de la proenzima e inactivacién por TIMPs
(Bergman, 2003; Song, 2006; Clark, 2008; Vicent, 2015; Li, 2016)

Con respecto a las citoquinas, la IL-6 interviene en la vascularizacién de
vellosidades coridnicas y en la remodelacion de tejidos placentarios, modulando
la expresidon de metaloproteasas (Kameda,1990; Bischof, 2010). A nivel
transcripcional, la expresién de la IL-6 esta regulada por distintos factores de
transcripcion, entre los cuales se incluye a AP-1 y NF-kappaB (Beetz, 2000;
Hungness, 2010; Spooren, 2010).

De evidencias anteriores, se desprende el protagonismo funcional de
AP-1/NF-kappaB modulando elementos criticos de la implantacion y desarrollo
placentario. Ateniendo a los antecedentes expuestos, nos propusimos determinar
los efectos biologicos de la regulacién de las FKBPs sobre genes blancos
comunes de AP-1 y NF-kappaB. Con esa finalidad, abordamos una serie de
ensayos funcionales empleando células BeWo y ademas, contamos con clones
de expresion estable de FKBP51.

Al igual que los ensayos del Capitulo 1, se utiliz6 como estimulo central al
éster de forbol PMA. Las células BeWo se indujeron con PMA a dos tiempos de
incubacion diferentes (24 h y 48 h). La eleccién de dos tiempos responde a los
siguientes motivos: por un lado por la nitidez de las bandas de digestion de
gelatina obtenidas mediante el ensayo de zimografia, y por otro lado, los niveles
de IL-6 detectados por la técnica ELISA. En base a dichas consideraciones
experimentales, las mediciones para FKBP52 se efectuaron a 24 h mientras que
para FKBP51, se realizaron a las 48 h para asegurar una sefial plausible de ser

medida.
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En primer lugar, nos enfocamos en estudiar la modulacion de las FKBPs
sobre las MMP-2 y MMP-9. Para ello, recurrimos al anadlisis de niveles de
proteinas endogenas mediante el ensayo de WB y a la determinacion de la
actividad proteolitica de las gelatinasas empleando la técnica de zimografia.
Segun bibliografia, sabiamos que el éster de forbol PMA induce la expresién de
MMP-9 en varios tipos celulares (Roomi, 2009) y que el gen de MMP-2 estaria
regulado por AP-1. Por ensayos de WB, detectamos que el estimulo PMA
incrementa los niveles de MMP-2 y MMP-9 a los tiempos ensayados (Figura 50).
En lo que respecta a los efectos de FKBP52, observamos un claro aumento de
los niveles de proteinas de ambas MMPs (Figura 51) e incremento de la actividad
proteolitica de MMP-2 (Figura 53). Cabe mencionar que la modulacion de
FKBP52 sobre las MMPs resultd dependiente de la actividad enzimatica de su
dominio PPlasa. En condiciones de sobreexpresion de FKBP51, registramos una
disminucién de los niveles de proteina (Figura 52) y actividad proteolitica de
MMP-2 (Figura 54). A diferencia de FKBP52, la actividad PPlasa de FKBP51 no
contribuye funcionalmente al efecto inhibitorio de la INM sobre los niveles de
proteina y actividad proteolitica de MMP-2. Mas aun, no se detectaron cambios
significativos de los niveles de proteina de MMP-9 en relacion al grupo control
(Figura 52). Cabe resaltar que no fue posible medir la actividad proteolitica de
MMP-9 pero hubiera sido interesante evaluar su actividad.

En segundo lugar, analizamos la modulacion de las FKBPs sobre los niveles
de proteina IL-6 en el medio condicionado de células trofoblasticas BeWo. Segun
el estudio Fujisawa (2000), el éster de forbol TPA induce la expresion de IL-6 en
células trofoblasticas humanas BeWo. Dada la naturaleza quimica comun entre
ésteres de forbol, suponiamos que el PMA tendria consecuencias similares al
TPA. En efecto, al inducir las células BeWo con PMA, se obtuvo un incremento
significativo de los niveles de IL-6 para los dos tiempos ensayados (Figura 55).
Paso seguido, evaluamos los efectos de las FKBPs. En condiciones de

sobreexpresion de FKBP52, observamos que FKBP52 favorece un aumento de

172



los niveles de IL-6 (Figura 56) y su accion regulatoria depende de la actividad
enzimatica de su dominio PPlasa. En cambio, en condiciones de sobreexpresion
de FKBP51, no se detectaron diferencias significativas en los niveles de IL-6 con
el grupo control inducido con PMA (Figura 57). Curiosamente, la sobreexpresion
de la mutante puntual del dominio PPlasa de FKBP51 o la preincubacion con
FK506 provocaron la reduccidn de los niveles de IL-6 . Esta observacion sugiere
que la actividad PPlasa de FKBP51 interviene en la modulacién positiva de los
niveles de IL-6.

Mediante la caracterizacion de uno de los clones de expresion estable de
FKBP51, obtuvimos resultados similares a los ensayos de transfeccién transitoria
para dicha INM. En otras palabras, observamos una disminucién de los niveles
endogenos de proteina y actividad proteolitica de MMP-2 (Figura 61). Asimismo,
detectamos una reduccion de los niveles de IL-6 en el medio condicionado
(Figura 61). A nivel de la actividad transcripcional de AP-1, hubo una reduccién
del 50 % de las veces de induccion de AP-1 (Figura 60).

Hay que mencionar que ademas del rol de AP-1 sobre diferentes genes
involucrados en la motilidad e invasién celular, esta familia de FTs intervienen en
eventos tales como la proliferacion y la apoptosis. La proliferacion y la apoptosis
son dos mecanismos estrechamente vinculados que influyen sobre el crecimiento
y desarrollo celular. A la luz del conocimiento actual, se sabe que c-Fos favorece
la proliferacién de células trofoblaticas BeWWo aunque se desconoce que papel
cumple a nivel de la apoptosis de dicha linea celular. Con el objeto de evaluar
posibles cambios del crecimiento celular en condiciones de sobreexpresion de
FKBP51, nos parecio interesante analizar el numero de células y colonias a
distintos plazos temporales. Por un lado, determinamos que la sobreexpresién de
FKBP51, tanto transitoria como estable, genera una marcada reduccion del
numero de células (de aproximadamente, 25 u 80 %, respectivamente) (Figura 58
y Figura 62). Por otro lado, observamos que los clones de FKBP51 se

presentaron en un numero significativamente mas reducido que el grupo control
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(alrededor del 50%), que también el tamafio de las colonias fue menor, en
relacion al clon estable Control (Figura 62). En suma, estos hallazgos sugieren
que FKBP51 regula al menos uno de los procesos que intervienen en el delicado

equilibrio existente entre la proliferacion y la muerte celular.

Se plantean dos posibles hipotesis, no necesariamente excluyentes, sobre el

rol de FKBP51 sobre el crecimiento celular:

A) La modulacion negativa de FKBP51 sobre la translocacion nuclear de

c-Fos y la actividad transcripcional de AP-1 podria influir en la regulacion positiva
que ejerce AP-1 sobre genes que intervienen en la proliferacion celular.

B) La funcion de FKBP51 como proteina de anclaje que media la
defosforilacion de AKT con la fosfatasa PHLPP. Esta interaccion dual es
independiente de su actividad PPlasa y resulta en una disminucién de los niveles
de fosforilacion de AKT (Wang, 2011).

La relevancia de la regulacion de FKBP51 sobre la via de senalizacion
PIBK/AKT recae en que esta via cumple un rol crucial en la proliferacion,
migracion y fusion celular de varios tipos celulares, tales como células

trofoblasticas (Vatish, 2012; Yang, 2017; Hu, 2018)

3. Discusién capitulo 3

Uno de los mayores desafios que presenta el campo de las INMs es el
desarrollo de drogas especificas. Hoy en dia, los mayores problemas en esta
area de estudio, radican en la inespecificidad de las pocas drogas existentes
respecto de la INM blanco y la naturaleza inmunosupresora de todas ellas, un
efecto indeseado si se proyecta un uso terapeutico. Con excepcién de la droga

recientemente disefiada SAFit, que inhibe especificamente la actividad PPlasa
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de FKBP51, CsA y FK506 actuan en forma no selectiva sobre las proteinas

miembro de la familias de CyPs y FKBPs, respectivamente.

Para abordar este inconveniente, en esta tesis se ha implentado el uso de
flavonoides como recurso alternativo frente a la sintesis de nuevos compuestos.
EGCG es un flavonoide capaz de modular la actividad de un gran numero de
proteinas que intervienen en distintas vias de sefalizacién bioquimica (Williams,
2004). En tal sentido, nos parecié una opcion interesante centrar el contenido del
Capitulo 3 en el estudio de los efectos de EGCG sobre la accion regulatoria de
FKBP52. Para ello, nos enfocamos en determinar cambios en la ya descripta
accion regulatoria de FKBP52 sobre los factores nucleares AP-1 y NF-kappaB
bajo el estimulo de PMA. Empleamos, para tal propodsito, las células HEK-293T y
las células trofoblasticas BeWo. EI compuesto EGCG se preincubd sin
renovacion posterior de medio de cultivo fresco, al igual que el macrélido FK506
que fue utilizado como droga control.

Mediante ensayos de gen reportero, se determiné que EGCG inhibe el efecto
estimulatorio que ejerce FKBP52 sobre la actividad transcripcional de NF-kappaB
y AP-1 (Figura 64, Figura 67 y Figura 69). Estos resultados se reprodujeron tanto
en células HEK-293T como en células BeWo, indicando que el efecto de EGCG
sobre la accion de FKBP52 no es exclusivo de una linea celular, ni de un FT.
Cabe mencionar que el efecto inhibitorio de este flavonoide sobre la accion de
FKBP52, de incrementar la actividad transcripcional de NF-kappaB, resultd
dependiente de la concentracion de EGCG (Figura 64). Asi, la modulacién
negativa de EGCG fue efectiva a concentraciones mayores o iguales a 25 pM.
Notablemente, la sobreexpresiéon de FKBP52 resulté un requisito necesario para
que EGCG produzca cambios en la actividad transcripcional de NF-kappaB y
AP-1 (Figura 65 y Figura 68). Observamos que la accion de EGCG sobre la
accion regulatoria de FKBP52 endogena no llega a generar cambios

significativos en la actividad transcripcional de los factores nucleares analizados.
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Son numerosas las proteinas dianas de EGCG, ya descriptas, que podrian
apantallar el efecto del flavonoide (Fang, 2003; Tang, 2003; Van Aller, 2011;
Urusova, 2011). No obstante dada la sobreexpresién de la INM, la modulacién de
EGCG sobre FKBP52 se encontraria favorecida. Un factor que podrian explicar
dicho comportamiento de EGCG seria una mayor disponibilidad de la INM.

Al comparar la capacidad regulatoria de otros miembros de la familia de
flavan-3-oles, a la cual EGCG pertenece, se observd que los flavonoides con
motivo galato (ECG y EGCG) fueron los unicos capaces de inhibir la actividad
trancripcional de NF-kappaB modulada por FKBP52 (Figura 66). Este resultado
demuestra la relevancia del grupo galato en la inhibicidén de la accion de FKBP52
sobre la actividad transcripcional de NF-kappaB.

Una vez determinado el efecto de EGCG sobre la accion de FKBP52 a nivel
transcripcional, proseguimos a evaluar si los efectos del flavonoide no eran
consecuencia de su citotoxicidad celular. Llegado a este punto, es importante

tener en cuenta dos consideraciones:

A. Altos niveles de EGCG favorecen una elevada produccion de peroxido de

hidrégeno como asimismo, la generacion de metabolitos modificados que afectan

el metabolismo de la glucosa (Nakagawa, 2004; Toniolo, 2013)

B. EGCG disminuye selectivamente la viabilidad de distintos tipos de células

tumorales (Shih, 2016).

Apelando al ensayo de MTT, se midio la viabilidad de las células HEK-293T
ensayando distintas concentraciones de EGCG durante tiempos cortos (7 h).
Transcurrido dicho lapso, se observd que EGCG no afecta la viabilidad de las
células HEK-293T a baja concentracion (25 pM). A una concentracion mayor de
EGCG (50 pM), se observo una disminucidn del porcentaje de viabilidad de las
células HEK-293T de alrededor de un 25 % (Figura 72). De donde se infiere que
el efecto inhibitorio de EGCG sobre la actividad transcripcional modulada por

FKBP52 no seria una consecuencia de la citotoxicidad celular causada por el
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flavonoide en la linea celular HEK-293T. En lo que refiere a las células BeWo
(24 h - 48 h), la viabilidad de este tipo celular se midi6 a tiempos largos de
incubacion con EGCG, para reproducir los tiempos de los ensayos funcionales
posteriores. Al tratar las células BeWo con EGCG, encontramos variaciones
significativas en el numero de células, cuya magnitud variaba en funcién de la
concentracion y tiempo final de incubacion con EGCG. En otras palabras, la
viabilidad de las células BeWo decrece conforme mayor es la concentracion de
EGCG y mayor es el tiempo de incubacion. Al cabo de 24 h de tratamiento con
EGCG 25 pM, se detectd una disminucion del porcentaje de viabilidad de las

células BeWo de alrededor de 12 % (Figura 74).

Considerando el efecto de EGCG sobre la actividad transcripcional de
NF-kappaB y AP-1 mediados por FKBP52 en células trofoblasticas BeWo, nos
preguntamos por posibles cambios en la expresion de IL-6 y actividad proteolitica
de MMP-2. Determinamos que EGCG per se no induce cambios significativos
sobre los niveles de IL-6 y la actividad proteolitica de MMP-2 (Figura 75). De
forma analoga a los ensayos de actividad transcripcional, este resultado es
importante para apoyar la hipotesis de que en nuestro modelo la accion
modulatoria EGCG actua sobre FKBP52, en lugar de actuar sobre otros proteinas
dianas ya reportadas para este flavonoide. Hecha la salvedad, se observé que
EGCG reprime la modulacién positiva de FKBP52 sobre la cantidad de IL-6 en el
medio condicionado, y lo mismo ocurre con la actividad proteolitica de MMP-2
(Figura 76).

Finalmente, mediante analisis de acoplamiento in silico, se determiné que
EGCG es capaz de interactuar virtualmente con el bolsillo catalitico de FKBP52
(perteneciente al dominio PPlasa de FK1) (Figura 77), con una energia de enlace
similar a FK506 (Tabla 4 ). Esta observacién apoya aun mas nuestra hipétesis de
que EGCG podria actuar como un inhibidor natural de la actividad PPlasa de
FKBP52. Para confirmarlo, seria interesante medir in vitro los efectos de EGCG

sobre la actividad PPlasa de la proteina FKBP52 purificada.
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4. Discusién general

Transcurridos casi 40 afios desde el descubrimiento de las INMs, todavia
existen numerosos aspectos sin resolver acerca de sus mecanismos de accion y
de sefalizaciéon en los que intervienen. Surge, por lo tanto, la necesidad de
buscar nuevos interactores y ligandos, de profundizar en el estudio de la
relevancia fisiologica de estas proteinas y ahondar en sus posibles aplicaciones
terapéuticas. Partiendo de este contexto, el objetivo central de esta Tesis
Doctoral ha sido caracterizar la regulacion de una subfamilia de las INMs, las
FKBPs, sobre los FTs de la familia AP-1.

Dada la diversidad de miembros del complejo AP-1, decidimos acotar el
estudio centrandonos primordialmente sobre c-Fos. En este sentido, nos parecio
interesante abordar la regulacién de las FKBPs sobre c-Fos en el marco de la
placenta humana considerando el gran protagonismo que tiene este factor de
transcripcion sobre la proliferacidn, migracion e invasion de células trofoblasticas
humanas. De todas formas, vale aclarar que apelamos al uso alternativo de una
linea celular no trofoblastica con la intencion de superar dificultades técnicas de
los ensayos y obtener una mirada mas integral de la regulacion de las FKBPs.

La Tesis Doctoral se dividio en tres capitulos principales:

En el Capitulo 1 estudiamos los mecanismos de regulacion de FKBP51 vy
FKBP52 sobre la via de sefalizacion de c-Fos. Observamos que, bajo el estimulo
de PMA, FKBP52 favorece una activacion sostenida de la quinasa ERK. El efecto
de FKBP52 sobre ERK correlacioné con un incremento de la estabilidad proteica,
de la retencidn nuclear y de los niveles de c-Fos. Asimismo, se demostro que la
sobreexpresion de FKBP52 aumenta la union de AP-1 a secuencias de ADN
diana, como también la actividad transcripcional de este FT. En contraste, se
encontré que FKBP51 no altera la cinética de activacion de ERK, ni produce

cambios en la estabilidad o en los niveles de proteina de c-Fos. La
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sobreexpresion de esta INM unicamente produjo alteraciones en la localizacién
subcelular de c-Fos y en la actividad de transcripcional de AP-1. En efecto,
FKBP51 retraso la importacion nuclear y disminuyé la presencia de c-Fos en el
nucleo. Mas aun, FKBP51 inhibio la actividad transcripcional de AP-1. Dentro de
la variedad de parametros evaluados, la contribucién funcional del dominio
PPlasa de ambas FKBPs resulté relevante en la modulacién de AP-1. Mas aun,
determinamos que el dominio TPR de FKBP52 cumple un importante rol en la
modulacioén de la actividad transcripcional de AP-1. Paralelamente, demostramos
que existe una interaccion fisica entre c-Fos y las FKBPs. Tanto FKBP51 como
FKBP52 interaccionan con c-Fos en condiciones basales, siendo unicamente
FKBP52 la cual continua asociada a c-Fos a posteriori de la incubacién con un
estimulo como PMA. Finalmente, observamos que la regulacion de las FKBPs

sobre los FTs AP-1 no es exclusiva de una linea celular ni estimulo especifica.

En el Capitulo 2 analizamos los efectos biolégicos de la regulacion de las
FKBPs sobre genes blancos comunes de AP-1 y NF-kappaB, tales como MMPs e
IL-6.

En condiciones de sobreexpresion de FKBP52, observamos un claro aumento
de los niveles de MMPs (MMP-2 y MMP-9) y un incremento de la actividad
proteolitica de MMP-2. Determinamos, también que, FKBP52 incrementa los
niveles de IL-6 en el medio condicionado de células BeWo y que su accion
regulatoria depende de la actividad enzimatica de su dominio PPlasa. En lo que
respecta a los efectos de FKBP51, registramos una disminucién de los niveles de
proteina y actividad proteolitica de MMP-2. A diferencia de FKBP52, la actividad
PPlasa de FKBP51 no contribuye funcionalmente al efecto inhibitorio de la INM
sobre las MMPs. En contraste, no se detectaron cambios significativos de los
niveles de proteina de MMP-9 y de IL-6 en relacion al grupo control inducido con
PMA. Cabe remarcar que la sobreexpresion de la mutante puntual del dominio

PPlasa de FKBP51 o la preincubacion con FK506 provocaron una disminucién de
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los niveles de IL-6. A nivel del crecimiento celular, la sobreexpresién de FKBP51

causo reduccion del numero de células y colonias.

En el Capitulo 3 nos focalizamos en la caracterizacion general de los efectos
de EGCG sobre la accién regulatoria de FKBP52.

Se determiné que EGCG inhibe la accién estimulatoria que ejerce FKBP52
sobre la actividad transcripcional de AP-1 y NF-kappaB, siendo este efecto
efectivo a concentraciones iguales o mayores de 25 yM de EGCG. La regulacién
de EGCG sobre la accion de FKBP52 no solo se circunscribié a la actividad
transcripcional de NF-kappaB y AP-1, sino también a la expresiéon de IL-6 y
actividad proteolitica de MMP-2 . En todos los casos, la sobreexpresion de
FKBP52 resultd ser un requisito necesario para que tenga lugar el efecto
inhibitorio de EGCG. Este flavonoide genera citoxicidad celular dependiendo de
su concentracion y el tiempo de incubacién. Por ultimo, estudios in silico sefialan

que EGCG se acopla virtualmente al dominio PPlasa activo de FKBP52.

Ateniendo al conjunto de evidencias experimentales expuestas, ideamos un
modelo tentativo del mecanismo de regulacion de las FKBPs sobre los distintos
niveles de la via de sefalizacion de los factores de transcripciéon de AP-1,

particularmente c-Fos (Figura 78).

Se postula 3 posibles puntos de regulacion, donde las FKBPs podrian la

activacion de c-Fos/AP-1:

1. Tras el estimulo del éster de forbol PMA, FKBP52 actuaria a nivel de las

quinasas de la cascada de las MAPKs. Se plantea que FKBP52 promueve la
activacion sostenida de ERK, favoreciendo su translocacion al nucleo y la
fosforilacion de proteinas sustratos. Ciertas proteinas sustratos de ERK
intervendrian en la regulacion transcripcional de c-fos. Se especula un efecto
similar de FKBP52 sobre JNK que aun queda pendiente confirmar.
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2. Dado que las FKBPs estan involucrado en la relocalizacién de factores

nucleares, se propone un rol activo de estas proteinas sobre el transporte de
c-Fos. Se plantea que FKBP52 y FKBP51 compiten por su interaccion con c-Fos.
Bajo el estimulo de PMA, FKBP52 desplaza a FKBP51 en su interaccion con
c-Fos y favorece la importacion nuclear del FT, formando un heterocomplejo de
proteinas compuesto también por Hsp. La regulacion del transporte de c-Fos

seria uno de los puntos criticos de modulacion de FKBP51 sobre este FT.

3. Las FKBPs son capaces de translocar al nucleo y modular la actividad

transcripcional de numerosos FTs. En el contexto de AP-1, determinamos que las
FKBP51 y FKBP52 regulan antagdnicamente la actividad transcripcional de AP-1.
Resaltamos el rol de FKBP52 como modulador de la actividad transcripcional y
del pegado de AP-1 al ADN. Trabajos anteriores del equipo de trabajo validan la
participacion de FKBP52 en la unién de RelA/NF-kappaB a sus secuencias

consensos de ADN (Erlejman, 2014).

Dado el estimulo del éster de forbol PMA, ERK y JNK se fosforilan y
translocan al nucleo. Ya en el nucleo, ERK actua sobre proteinas sustratos que
favorecen la transcripcion de c-fos. Una vez sintentizado c-Fos viaja al nucleo en
donde es fosforilado por la quinasa ERK y se activa. En formato de heterodimero,
AP-1 regula la transcripcion de sus genes blancos (tales como MMPs, IL-6 entre
otros) y en virtud de ello, distintos procesos celulares. Las FKBPs actuan en
forma contrapuesta, en distintos niveles de la via de senalizacion de AP-1. Por un
lado, FKBP52 desencadena una activacién sostenida de ERK que conlleva en
primer término, a un aumento de los niveles de c-Fos. Favorecida su entrada al
nucleo, FKBP52 promueve un incremento de la estabilidad proteica y retencion
nuclear de c-Fos como también, una mayor uniéon al ADN (por ejemplo, a las
secuencias TRE) y una actividad transcripcional de AP-1 exacerbada. Este
conjunto de cambios se acompafan con un incremento de la expresion y

funciones bioldgicas de los genes blancos de dicho FT. Por otro lado, FKBP51
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inhibe determinados pasos de activacion de AP-1. A nivel de distribucion
subcelular, retrasa y disminuye la importacién nuclear de c-Fos compitiendo con
FKBP52. Mientras que a nivel de regulacion de genes blancos, FKBP51 reduce la

actividad transcripcional de AP-1 y sus funciones biolégicas asociadas.

En la busqueda de compuestos moduladores de la actividad de enzimatica de
las FKBPs, se determiné que EGCG inhibe el efecto estimulatorio de FKBP52
sobre la actividad transcripcional de AP-1 y NF-kappaB. Se observd, también,
que EGCG inhibe la expresién de IL-6 y actividad proteolitica de MMP-2 mediada
por la INM. Si bien EGCG actua sobre multiples proteinas, parece ser un inhibidor
potencial y efectivo de la actividad PPlasa de FKBP52. En este sentido, EGCG
ofrece futuras herramientas para dilucidar el mecanismo de accién de FKBP52 en
distintos mecanismos biolégicos y en algunos casos, utilizarlo para fines

terapéuticos en aquellos casos donde la funcion de FKBP52 esta exacerbada.

A nivel de placenta, buscamos develar la importancia de la regulacion de las
FKBPs sobre las funciones biolégicas que modula AP-1 y NF-kappaB en células
trofoblasticas. En este contexto, dos genes blancos de AP-1 y NF-kappaB, las
MMPs e IL-6 constituyen factores cruciales en la remodelacion de la MEC y
vascularizacién coriénico. La desregulacion de MMPs e IL-6 guarda una estrecha
relacion con el desarrollo de patologias placentarias humanas, tal como la
preeclampsia. En tal sentido, creemos que una activacion deficiente de AP-1
condicionado por un balance desproporcionado de FKBP51/FKBP52 puede
favorecer la disfuncion trofoblastica y comprometer la remodelacion

utero-placentaria.
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Figura 78. Modelo de la regulaciéon de AP-1 por FKBPs

En respuesta a un estimulo, ERK se fosforila y transloca al ntcleo, donde por medio de la fosforilacién de proteinas dianas,
favorece la transcripcion de c-fos. Una vez sintetizado, c-Fos también entra al nucleo. Ya en la organela, ERK fosforila a
c-Fos estabilizandolo en primera instancia. Tras modificaciones postraduccionales posteriores en el extremo C-terminal de
c-Fos mediadas por ERK, c-Fos/AP-1 se une a los promotores de sus genes blancos y regula , distintos procesos
celulares. Dentro de este marco, proponemos que las FKBPs actuarian en distintos niveles de la via de sefializacién de
AP-1. Por un lado, FKBP52 (52) promoveria la activaciéon sostenida de ERK (1) y por consiguiente, exacerbaria la
activacion de AP-1. Se destaca el rol modulador de FKBP52 sobre la actividad transcripcional y pegado de AP-1 a sus
secuencias consensos de ADN (2). En contraste, FKBP51 (51) modularia negativamente la translocacién nuclear de c-Fos
(2), la actividad transcripcional de AP-1 (3) y las funciones bioldgicas en las cuales este factor nuclear esta involucrado. El
balance final de la regulacién de las FKBPs seria resultado de los niveles de expresion de ambas IMNs dado que
actuarian en foma contrapuesta. El flavonoide EGCG es capaz de acoplarse virtualmente al dominio PPlasa de FKBP52 y

regula negativamente el efecto estimulatorio de FKBP52 sobre la actividad transcripcional de AP-1.
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