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LA REDISTRIBUCION DINAMICA MITOCONDRIA-NUCLEO DE LA INMUNOFILINA FKBP51
ES REGULADA POR PKA PARA MODULAR LA EXPRESION DE GENES
DURANTE EL PROCESO DE ADIPOGENESIS*

JUDITH TONEATTO, NANCY L. CHARO, SEBASTIAN SUSPERREGUY, GRACIELA PIWIEN-PILIPUK

Laboratorio de Arquitectura Nuclear, Instituto de Biologia y Medicina Experimental (IByME), CONICET, Buenos Aires

Resumen Los glucocorticoides tienen un papel central en la adipogénesis, por su unién al receptor RG cito-
plasmatico formando parte de un heterocomplejo también integrado por una inmunofilina (INM) de
alto peso molecular, FKBP51 o FKBP52. Durante la diferenciacion adipocitica los niveles de Hsp90, Hsp70 y
p23 no se modifican, mientras la expresién de FKBP52 disminuye y la de FKBP51 aumenta progresivamente.
FKBP51 sufre una dinamica redistribucion mitocondria-nucleo al inicio del proceso de adipogénesis, concentran-
dose en la ldmina nuclear coincidiendo temporalmente con su reorganizacion. A las 48 h la INM se concentra
nuevamente en las mitocondrias. Esta dinamica redistribucion mitocondria-nucleo es regulada por glucocorticoides
principalmente, por la via AMPc-PKA ya que la inhibicién de PKA por PKI-miristoilado bloquea la traslocacién
de FKBP51 a nucleo inducida por 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX). PKA-c se asocia con RG de manera ligando-
dependiente potenciando su actividad transcripcional y ésta disminuye con IBMX, forskolina o dibutiril-AMPc que
inducen la traslocacion a nucleo de FKBP51 y, por lo tanto, PKA podria ejercer un papel dual en la regulacién de
dicho factor. En sintesis, la presencia de FKBP51 en el nicleo dependiente de la activacion de PKA puede ser
critica para el control de RG y posiblemente para otros factores no pertenecientes a la familia de los receptores
nucleares cuya funcién es regulada también por dicha via de sefalizacién, evento que tiene lugar en una etapa
del proceso de diferenciacion con alto nivel de remodelamiento de cromatina, pero donde la transcripcién debe
estar estrictamente controlada para la adquisicién del fenotipo adipocitico.
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Abstract The dynamic mitochondria-nuclear redistribution of FKBP51 during the process of adipo-
cyte differentiation is regulated by PKA. Glucocorticoids play an important role in adipogenesis via
the glucocorticoid receptor (GR) that forms a heterocomplex with Hsp90-Hsp70 and a high molecular weight im-
munophilin FKBP51 or FKBP52. We have found that FKBP51 level of expression progressively increases, FKBP52
decreases, whereas Hsp90, Hsp70, and p23 remain unchanged when 3T3-L1 preadipocytes differentiate. Interest-
ingly, FKBP51 translocates from mitochondria to the nucleus at the onset of adipogenesis. FKBP51 transiently
concentrates in the nuclear lamina, at a time that this nuclear compartment undergoes its reorganization. FKBP51
nuclear localization is transient, after 48 h it cycles back to mitochondria. We found that the dynamic FKBP51
mitochondrial-nuclear shuttling is regulated by glucocorticoids and mainly on cAMP-PKA signaling since PKA
inhibition by myristoilated-PKI, abrogated FKBP51 nuclear translocation induced by 3-isobutyl-1-methylxanthine
(IBMX). It has been reported that PKA interacts with GR in a ligand dependent manner potentiating its transcrip-
tional capacity. GR transcriptional capacity is reduced when cells are incubated in the presence of IBMX, forskolin
or dibutyryl-cAMP, compounds that induced nuclear translocation of FKBP51, therefore PKA may exert a dual role
in the control of GR. In summary, the presence of FKBP51 in the nucleus may be critical for GR transcriptional
control, and possibly for the control of other transcription factors that are not members of the nuclear receptor
family but are regulated by PKA signaling pathway, when transcription has to be strictly controlled to succeed in
the acquisition of the adipocyte phenotype.
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Por mucho tiempo se le ha asignado al tejido adiposo
la mera funcion de almacenamiento de triacilglicerol
en periodos de exceso de energia y de su distribucion
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durante tiempos de escasez. Sin embargo, durante las
ultimas dos décadas se ha demostrado que este tejido no
solo cumple la funcién de reserva de energia sino que es
también un activo 6rgano endocrino que secreta diversos
factores denominados genéricamente adipocitoquinas
(por ej. leptina, adiponectina, resistina, interleuquina-6,
a1-glicoproteina, amiloide A sérico, entre otros) que ac-
tuan no solo en la regulacion del balance energético, sino
también modulando la respuesta inmune y la regulacion
vascular'. Debido a su importante rol en el control de la
homeostasis metabdlica, cuando el funcionamiento de
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este tejido se desregula influye negativamente en otros
sistemas. Tal es el caso de la obesidad, en la cual la
hipertrofia e hiperplasia del tejido adiposo, esto ultimo
como consecuencia del aumento de la adipogénesis,
determinan la expansién de su masa que se acompafa
de la incapacidad del mismo para funcionar apropiada-
mente, contribuyendo asi a los problemas asociados a la
obesidad tales como dislipemia, ateroesclerosis, trastor-
nos cardiovasculares, diabetes de tipo 2 y aumento de
riesgo a varios tipos de cancer?*. Por lo tanto, elucidar
los mecanismos moleculares que regulan la adipogénesis
es fundamental para profundizar el conocimiento de la
fisiopatologia de la obesidad. Ademas, conocer las mo-
léculas que modulan la adipogénesis es relevante porque
ellas constituyen potenciales blancos terapéuticos para
el desarrollo de nuevas estrategias para el tratamiento
de esta enfermedad.

Durante el proceso de diferenciacion adipocitica tiene
lugar una cascada de eventos génicos perfectamente
coordinada y regulada por numerosas vias de sefali-
zacion® 6. Se encuentra ampliamente documentado que
los glucocorticoides son importantes moduladores de la
adipogénesis’. En el hipercortisolismo, tanto el endégeno
(sindrome de Cushing) como el exdgeno por tratamiento
con glucocorticoides, se observa desarrollo de obesidad
visceral central acompafiada de un aumento involuntario
de peso’. El cortisol producido por preadipocitos/adipoci-
tos actua de manera paracrina estimulando la adipogéne-
sis, favoreciendo asi la expansién del tejido adiposo y la
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concomitante aparicion de los trastornos que acompanan
a la obesidad’. Sin embargo, no solo los glucocorticoides
juegan un importante rol en la adipogénesis sino también
la aldosterona (ALDO), esteroide mineralocorticoide. Se
ha demostrado que ZK91587, antagonista de ALDO, inhi-
be la diferenciacion mediada por ALDO y no por DEXAS.
Es por ello que el rol de ALDO ha cobrado recientemente
importancia, no solo en adipogénesis sino también en
el desarrollo del sindrome metabdlico y obesidad. Los
gluco- y mineralocorticoides ejercen su accion a través
de la unién a sus receptores, los cuales son factores de
transcripcion integrantes de la familia de los receptores
nucleares (RN) que se encuentran ubicados en el cito-
plasma. Para unir hormona y translocar a nucleo, tanto el
receptor de glucocorticoides (RG) como el de mineralocor-
ticoides (RM) deben formar parte de un heterocomplejo
con Hsp90®Hsp70ep23 y una inmunofilina (INM) de alto
peso molecular (Fig. 1)®'°. El dimero de Hsp90 presente
en el complejo forma un sitio aceptor que reconoce al
dominio TPR (del inglés - TetratricoPeptide Repeat) de
las INMs de alto peso molecular FKBP51 y FKBP52. Las
INMs constituyen una familia de proteinas que reciben
dicha denominacion debido a su capacidad de unir a las
drogas inmunosupresoras rapamicina, ciclosporina-A o
FK506 (subfamilia FKBP, por FK506-Binding Protein).
Las INMs asociadas a la inmunosupresion son las de
bajo peso molecular, mientras que la funcion de las de
alto peso molecular no esté aun bien definida, mas alla de
lo profusamente descripto para los receptores nucleares.

Fig. 1.— Esquema del modelo de accién de FKBP51 al inducirse el proceso de adipogénesis. FKBP51 se encuentra en mito-
condria y en citoplasma, en parte formando el heterocomplejo con Hsp90¢RG. El aumento de AMPc y activacion de PKA
mediado por IBMX, asi como el estimulo de DEXA regulan la translocacion de esta INM a nicleo donde puede interactuar
con la matriz nuclear (MN), y con cromatina modulando la expresiéon de genes blanco tales como los regulados por RG.
FKBP51 se concentra y co-localiza transitoriamente con PKA-c en la lamina nuclear (LN). PDE: fosfodiesterasa, CPN:

Complejo del Poro Nuclear.
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En el modelo de senalizacion, hasta hace pocos afios se
consideraba que la unidon de la hormona a su receptor
determinaba su liberaciéon del heterocomplejo, facilitan-
dose asi su translocacion a nucleo. Sin embargo, trabajos
de los laboratorios del Dr. W. Pratt, de la Universidad de
Michigan, y del Dr. M. D. Galigniana, de la Universidad de
Buenos Aires, han aportado evidencias experimentales
gue demuestran que la unién de la hormona a RG o RM
produce en el heterocomplejo un intercambio de INMs
siendo FKBP51 reemplazada de su unién a Hsp90 por
FKBP52, esta ultima con capacidad de interactuar con
componentes de la maquinaria motora, facilitando asi
el movimiento retrégrado del heterocomplejo RG o RM
*Hsp90°Hsp70°p23°FKBP52 a nucleo (Fig. 1)*'2. Ade-
mas, la interaccion de componentes del heterocomplejo
con proteinas que conforman el poro nuclear facilitaria
la translocacion del RN a nucleo donde ejerce su accion
regulatoria sobre la expresidon de genes blanco'® 4.
Debido a que los glucocorticoides son un estimulo
hormonal importante en la induccion de la adipogénesis’,
y nada se sabia acerca del rol de las INMs sobre el control
de RG durante dicho proceso de diferenciacion celular,
estudiamos la funcion de FKBP51. Como se puede ob-
servar en la Fig. 2A, el nivel de expresiéon de RG mostro
un comportamiento bifasico, disminuyendo transitoria-
mente entre el cuarto y sexto dia de diferenciacion. Este
resultado concuerda con lo informado previamente para
el ARNm de RG™. En el caso de Hsp90 (Fig. 2A), Hsp70,
Cyp40y p23 (datos no mostrados) no hubo modificaciones
en sus respectivos niveles de expresion. Por el contrario,
las INMs evidenciaron cambios opuestos, aumentando
progresivamente el nivel de FKBP51 (Fig. 2A), lo que
se correlaciona con aumento de su ARNm (Fig. 2B), y
disminuyendo el nivel de expresion proteica de FKBP52
(Fig. 2A) sin cambios observables en los niveles de su
ARNm (Fig. 2B), lo que sugiere un mecanismo de control
no relacionado a la transcripcion. Como control de la di-
ferenciacion de los preadipocitos se muestra el aumento
progresivo del ARNm del marcador adiponectina (Fig. 2B).
En preadipocitos 3T3-L1, FKBP51 se localiza mayo-
ritariamente en las mitocondrias (Fig. 2C) co-localizando
con MitoTracker, y otros marcadores mitocondriales
como la proteina Tom20. Al gatillarse la adipogénesis,
FKBP51 se concentra rapidamente en el nucleo (Fig. 2D).
Se ha descripto recientemente que esta INM transloca a
nucleo en respuesta al estrés oxidativo, concentrandose
en el nucléolo™. En cambio, al inducirse la adipogénesis
FKBP51 se excluye del nucléolo (ver flechas en Fig. 2D),
sugiriendo diferentes funciones para esta INM en el nucleo
segun se trate de una situacion de estrés o un proceso de
diferenciacion celular. La localizacion nuclear de FKBP51
es transitoria, a partir del cuarto dia de adipogénesis se
la detecta nuevamente en mitocondria. En el adipocito
3T3-L1, la INM se localiza en nucleo y mayoritariamente
en mitocondria (Fig. 2E). Los resultados obtenidos por
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Fig. 2.— El nivel de expresiéon de FKBP51 aumenta y su
distribucion subcelular se modifica durante el proceso
de adipogénesis: A- WB con los niveles de expresion
de FKBP51, FKBP52, RG y Hsp90 en los dias indicados
post-induccion de la diferenciacion adipocitica de células
3T3-L1; B- Niveles de ARNm de los factores indicados,
empleandose B tubulina como control de carga; C-E-
Imagenes de IFI obtenidas por microscopia confocal mos-
trando la distribucion subcelular de FKBP51 en 3T3-L1 a
diferentes tiempos de iniciada la diferenciacién adipocitica.
Las flechas en el panel D sefalan a los nucléolos. Escala
5 um; (F) Analisis mediante WB de los niveles de FKBP51
y Hsp-70 presentes en las fracciones mitocondrial (M) y
nuclear (N) de preadipocitos 3T3-L1 antes y a las 24 h de
inducida su diferenciacion.

inmunofluorescencia indirecta (IFl) fueron corroborados
mediante analisis por western blot (WB) de las fracciones
citoplasmaticas y nucleares, asi como del fraccionamiento
mitocondria-nucleo que demuestra que no solo FKBP51
modifica su localizacion subcelular sino también, aunque
en menor grado, Hsp70, chaperona también presente en
mitocondria (Fig. 2F). Debemos remarcar que FKBP51 se
resuelve en varias bandas siendo las de menor movilidad
electroforética detectadas en la fraccidon nuclear. Estas
bandas corresponden a formas fosforiladas de la INM, ya
que el tratamiento con fosfatasa alcalina de la fraccion
nuclear resulta en la desaparicion de las bandas de me-
nor movilidad. Estos resultados sugieren que cambios
en el estado de fosforilacion de FKBP51 regularian su
distribucién subcelular.
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Para inducir la diferenciacion de los preadipocitos
3T3-L1, el medio de cultivo es suplementado con 520 uM
isobutil-metilxantina (IBMX), 1 yM dexametasona (DEXA),
167 nM de insulina y 10% suero fetal bovino (SFB)¢. Por
lo tanto, para determinar el estimulo responsable de la
redistribucion de FKBP51, incubamos a los preadipocitos
con los componentes del cocktail de diferenciacion por
separado, encontrando que IBMX y, en menor grado
DEXA son los responsables de la relocalizacion nuclear
de FKBP51. El evento es altamente dinamico, ya que si
luego de incubar las células en presencia de IBMX a éste
se lo elimina del medio, FKBP51 recupera su localizacion
mitocondrial. IBMX es un inhibidor de la fosfodiesterasa,
lo que causa aumento en los niveles de AMPc; por lo
tanto estos resultados sugieren que la redistribucion de
FKBP51 estaria regulada por PKA. Para demostrar nues-
tra hipotesis, analizamos si la translocacion nuclear de
FKBP51 era inhibida por PKI-miristoilado, un péptido que
se une especificamente a la subunidad catalitica de PKA
inhibiendo su actividad. Efectivamente, cuando las célu-
las se incuban en presencia de IBMX y PKI-miristoilado,
FKBP51 no transloca al nucleo. Ademas, IBMX promueve
la localizacion nuclear de PKA-ca (subunidad catalitica o
de la PKA) la que co-localiza con FKBP51 principalmente
en la periferia nuclear, evento también inhibido por PKI.
Como la inhibicion farmacoldgica de una cascada de se-
fal puede no ser absolutamente especifica, interferimos
la expresion de PKA-ca. empleando si-ARN especifico.
Observamos que al interferir la expresion de PKA-ca,
FKBP51 no relocaliza en el nucleo de células tratadas
con IBMX, en coincidencia con los resultados obtenidos
empleando PKI. Como ya lo indicamos en un SDS-PAGE,
FKBP51 puede ser resuelta en hasta 3 bandas, las que
corresponden a distinto grado de fosforilacion de la INM.
Si las células se incuban con IBMX en presencia de PKI
o si se interfiere PKA-ca por si-ARN, la banda con menor
migracion electroforética desaparece, de manera similar
al resultado obtenido cuando los lisados son incubados
con fosfatasa alcalina. En su conjunto, estos resultados
indican que la dinamica relocalizacién de mitocondria a
nucleo de FKBP51 depende de la activacion de PKA y
que la INM seria sustrato de dicha quinasa. Conjunta-
mente con la translocacion de mitocondria a nucleo de
la INM, observamos que PKA-ca también va a nucleo al
gatillarse la diferenciacion de los preadipocitos 3T3-L1,
evidencidndose marcada co-localizacion entre ambas
proteinas en la periferia del nucleo, donde el anillo pe-
rinuclear de FKBP51 co-localiza con lamina B, constitu-
yente de la lamina nuclear. Es importante remarcar que
FKBP51y PKA-ca presentan un patrén de fragmentacion
semejante al de lamina B, lo que se correlaciona con el
proceso de reorganizacion de la lamina nuclear reciente-
mente descripto'. La localizacién nuclear de PKA-ca. es
también transitoria, a partir del cuarto dia de inducida la
adipogénesis se la detecta nuevamente en mitocondria,
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para retornar parcialmente a nucleo cuando la célula se
encuentra totalmente diferenciada. En base a todos estos
resultados, hipotetizamos que FKBP51 podria tener un
rol regulatorio de genes que responden a dicha sefal.

Ha sido descripto que PKA fosforila y activa a RG'®.
Demostramos en este trabajo que la translocacién nuclear
de FKBP51, un modulador negativo de RG', es regulada
por PKA. Por lo tanto, postulamos que esta quinasa podria
cumplir un rol dual en la regulacion de RG; por un lado
modulando positivamente la capacidad transcripcional de
RG a través de su fosforilacion y por otro restringiendo
dicha actividad al aumentar la disponibilidad nuclear de
FKBP51. En preadipocitos, RG se encuentra co-locali-
zando con FKBP51 mayoritariamente en citoplasmay, en
menor medida, en el nucleo. Luego de 24 h de inducirse
la diferenciacién, RG esta principalmente en nucleo exhi-
biendo una alta co-localizacién con la INM. Por ensayos
de inmunoprecipitacidon se corroboré la interaccion entre
ambas proteinas, observandose una mayor interaccion
durante el primer y segundo dia de diferenciacion. Para
evaluar el efecto de la INM sobre la capacidad transcrip-
cional de RG se realizaron ensayos de gen reportero.
FKBP51 ejerce una accién inhibitoria sobre la capacidad
transcripcional de RG. La capacidad transcripcional de
RG también disminuye en presencia de concentraciones
crecientes de IBMX, asi como también forskolina o dibu-
tiril AMPc, agentes que actian en la via AMPc-PKA. Se
ha demostrado que AMPc actua tanto a nivel de la via
clasica de PKA como la no clasica de EPAC. Nosotros
encontramos que cuando se emplea 8-(4-clorofeniltio)-2’-
O-metiladenosina-3’,5’- monofosfato ciclico (Me-AMPc),
un agonista de la via EPAC [31], la actividad transcrip-
cional de RG no se modifica. Estos resultados sugieren
que la translocacion de FKBP51 a nucleo inducida por
IBMX, forskolina o dibutirii AMPc serian responsables
de regular negativamente la capacidad transcripcional de
RG, evento independiente de la via “no clasica” de AMPc.
Para obtener evidencia experimental de lo propuesto,
3T3-L1 se trataron con DEXA en ausencia o presencia
de IBMX o Me-AMPc analizandose la localizacion de RG
y FKBP51. Se comprobé que el tratamiento con DEXA
e IBMX inducia una marcada co-localizacion nuclear de
dichos factores, comparable a la observada durante los
primeros dias de inducida la adipogénesis. En cambio, el
tratamiento con DEXA y Me-AMPc no caus6 aumento en
la localizacion nuclear de FKBP51 mayor que el inducido
por DEXA, ni afectd la capacidad transcripcional de GR
en ensayos de gen de reporte.

En su conjunto, nuestros resultados muestran por pri-
mera vez que durante el proceso de adipogénesis FKBP51
sufre una dinamica redistribucién entre mitocondria-nucleo
regulada por AMPc-PKA y, en menor medida, por los
glucocorticoides (Fig. 1). Verstraeten y col. han demos-
trado el reordenamiento de la ldmina nuclear dado por la
fragmentacion y subsecuente pérdida de lamina A, C, B1
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y emerina del borde nuclear en los estadios tempranos del
proceso de diferenciacion de los preadipocitos 3T3-L1"".
FKBP51 y PKA-ca se concentran transitoriamente en la
lamina nuclear co-localizando con lamina B en un patrén
fragmentado, pudiendo ser ello funcional a la ya descripta
reorganizacion que dicho compartimento nuclear sufre al
inicio de la diferenciacion. Previamente se describié que
PKA-c se asocia con RG de manera ligando dependien-
te, potenciando su actividad transcripcional’®. Nosotros
demostramos que la translocacion nuclear de FKBP51
dependiente de PKA reduce la capacidad transcripcional de
RG; por lo tanto, PKA ejerceria un rol dual en la regulacion
de la expresion de sus genes blanco. Ademas, durante los
primeros dias del proceso de adipogénesis hay una marca-
da reorganizacion de cromatina e interaccion de factores de
transcripcion -como RG-, en los promotores de genes que
se transcriben mas tardiamente®. Por lo tanto la presencia
de FKBP51 en el nucleo en esa ventana temporal de la
adipogénesis puede ser critica para el control de RG y de
otros factores no pertenecientes a la familia de los RNs, en
una etapa del proceso de diferenciacion con alto nivel de
remodelamiento de cromatina, pero donde la transcripcion
debe mantenerse estrictamente controlada.

Nota: Todos los autores son miembros de la Carrera de
Investigador y Becarios de CONICET (Consejo Nacional de
Investigaciones Cientificas y Técnicas).

Conflicto de intereses: Ninguno para declarar.
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