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NOTA SOBRE EL USO DE ABREVIATURAS Y TERMINOLOGÍA 

EN INGLÉS 

Para la redacción de esta tesis doctoral se han utilizado abreviaturas y acrónimos 

que provienen de la lengua inglesa, tales como DNA, RNA ó PCR. Asimismo se ha 

utilizado la palabra inglesa knockout en sustitución de la de “organismo en el que se 

ha eliminado un gen o porción del mismo mediante técnicas de genética molecular”, y 

wild type se refiere al mismo organismo no modificado. Cross-linker / crosslinking, 

agente entrecruzante / entrecruzamiento.  
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ABREVIATURAS  
 
AED: dominio de exporte auxiliar. 

BMDM: macrófagos derivados de médula ósea. 

CHAPS: detergente (3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate) 

ChIP: inmunoprecipitación de cromatina. 

CpG: CpG DNA no metilado. 

DBD: dominio de unión al DNA. 

DBD5: dominio de unión al DNA del NFAT5. 

DMP: dimetil-pimelimidato. 

DNA: ácido desoxiribonucleico. 

cDNA: DNA complementario. 

DSP: Ditiobis-succinimidilpropionato. 

DTT: ditiotreitol. 

EDTA: ácido etilendiaminotetraacético. 

EGTA: ácido etilenglicoltetraacético. 

ELISA: ensayo de captura inmunológica ligado a enzima. 

GDA: glutaraldehído. 

GFP: proteína fluorescente verde. 

HA: hemaglutinina. 

HIV: virus de la inmunodeficiencia humana. 

IDD5: dominio de dimerización inhibitorio del NFAT5. 

IP: inmunoprecipitación. 

LC-MS-MS: espectrómetro de masas acoplado a cromatografía líquida. 

LDH: lactato deshidrogenasa. 

Lox: Loxoribine. 

LPS: lipopolisacárido. 

MALDI-TOF: espectrómetro de masas Matrix Assisted Laser Desorption Ionization-

Time of Flight. 

NES: señal de exporte nuclear. 

NFAT: nuclear factor of activated T cells. 

NF-κB: nuclear factor kappa B. 

NHD: dominio de homología del NFAT. 

NLR: receptores tipo NOD.  

NLS: señal de localización nuclear. 

NP-40: detergente Nonidet P-40. 

PAMP: patrones moleculares asociados patógenos. 
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PBS: tampón fosfato salino. 

PCR: reacción en cadena de la polimerasa. 

pIC: ácido poli-inosínico poli-citidílico. 

PKN1: proteína quinasa N 1. 

PKN1-KD: mutante inactivo de la PKN1. 

PMF: Peptide Mass Fingerprint. 

PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo. 

PyrK: piruvato quinasa. 

RHD: dominio de homología Rel. 

RLR: receptores tipo RIG. 

dsRNA: RNA de doble cadena. 

ssRNA: RNA de cadena sencilla 

mRNA: RNA mensajero.  

shRNA: RNA de interferencia. 

RT-QPCR: PCR cuantitativa en tiempo real. 

SD: desviación estándar. 

SDS: dodecilo sulfato sódico. 

SDS-PAGE: gel de electroforesis de poliacrilamida desnaturalizante. 

SEM: media del error estándar. 

TcR: receptor de células T. 

TX-100: tritón X-100. 

TK-RENILLA: gen reportero bajo el promotor de la timidina quinasa. 

TLR: receptor tipo Toll. 

Zym: Zymosan A. 

 

Terminología en inglés  

Cross-linker: agente entrecruzante. 

Cross-linking: entrecruzamiento. 

Wild type: organismo no modificado genéticamente. 

Knockout: organismo en el que se ha eliminado un gen o porción del mismo mediante 

técnicas de genética molecular. 
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RESUMEN 

El NFAT5 es un factor de transcripción de la familia Rel la cual incluye a los 

NFATc y los NF-κB. El NFAT5 presenta homología con los demás miembros de la 

familia en el dominio de unión al DNA o dominio Rel. Aunque su homología es mayor 

con los NFATc, el NFAT5 difiere de éstos en que no es capaz de unir los factores de 

transcripción Jun y Fos (AP1) ni presenta motivos de unión a la calcineurina. En 

cambio, une el DNA en forma dimérica y la estructura de su dominio de unión al DNA 

es similar a la de los NF-κB.  

El mRNA del NFAT5 se detecta en numerosos tejidos y su proteína está 

presente en el timo, cerebro, y linfocitos activados en ratones adultos y en la mayoría 

de los tejidos embrionarios. La localización subcelular de este factor varía en 

determinados tipos celulares, desde predominantemente citoplásmica a nuclear. 

El NFAT5 es activado en respuesta a hipertonicidad, por la activación del 

receptor de linfocitos T y por ligandos de la integrina α6β4. El NFAT5 regula genes 

osmoprotectores (SMIT, BGT1, AR y HSP70, entre otros) y citoquinas (TNFα y 

linfotoxina β) en respuesta a hipertonicidad. Por otro lado, el NFAT5 participa en 

procesos no relacionados con la respuesta a hipertonicidad, tales como la migración 

de células de carcinoma, la migración y diferenciación de células de músculo 

esquelético y la replicación del virus HIV. 

Los objetivos iniciales de esta tesis fueron: 1) Identificar y caracterizar 

funcionalmente proteínas asociadas al NFAT5 y 2) Identificar y caracterizar otros tipos 

de estímulos activadores de este factor.  

La búsqueda de proteínas asociadas al NFAT5 no dio los resultados esperados y 

sólo identificamos la HSP70. Sin embargo, la búsqueda de estímulos reguladores del 

NFAT5 llevó al hallazgo de que este factor de transcripción es activado por y regula la 

función de los receptores tipo Toll (TLR), una familia de receptores que responden a 

patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP), esenciales para la respuesta 

inmunitaria innata y adaptativa. 

La vía de los TLR es capaz de activar al NFAT5 e inducir su expresión de forma 

dependiente de dosis en macrófagos murinos. Nuestros experimentos muestran que el 

NFAT5 es importante para la expresión de diversos genes inducidos por los TLR, 

como la iNOS, el TNFα, la IL6, la IL12β, la COX2 y el RANTES. En este sentido, la 

produción de la iNOS y la IL6 fue deficiente en macrófagos NFAT5-/- en respuesta 

tanto a concentraciones bajas como altas de ligandos de los TLR, mientras que la 
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producción del TNFα y la IL12β en células deficientes para el NFAT5 fue inferior a la 

de macrófagos NFAT5+/+ sólo en respuesta a concentraciones bajas de ligandos de los 

TLR, pero relativamente normal en respuesta a altas dosis de estímulo. 

Hemos caracterizado en detalle la regulación de uno de los genes más sensibles 

a la ausencia del NFAT5, la iNOS, y determinado que el NFAT5 regula la actividad de 

su promotor. Además, experimentos de inmunoprecipitación de cromatina muestran 

que el NFAT5 es capaz de unirse directamente al promotor de la iNOS in vivo en 

macrófagos estimulados con ligandos de los TLR.  

Finalmente, experimentos actualmente en curso muestran que los ratones 

deficientes para el NFAT5 presentan una producción exacerbada del TNFα durante el 

choque séptico inducido por altas dosis de LPS in vivo. Este resultado contrasta con la 

deficiencia en la inducción del TNFα observada in vitro en macrófagos NFAT5-/- y 

estamos estudiando posibles causas que expliquen esta diferencia. 

En este trabajo de tesis doctoral hemos identificado y caracterizado una nueva 

función del NFAT5, la regulación de genes activados por la vía de los TLR, 

importantes para la respuesta inmunitaria innata y adaptativa a una amplia variedad de 

patógenos. Nuestros resultados muestran que el NFAT5 es un regulador importante en 

la ruta de los TLR, jugando un papel en la actividad de varios miembros de esta familia 

de receptores, tal y como lo hacen los factores de transcripción NF-κB e IRF5. 
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1. El NFAT5 y las proteínas Rel  

El NFAT5 (nuclear factor of activated T cells 5), también denominado TonEBP 

(tonicity enhancer binding protein), NFATL1 (NFAT-like 1) y OREBP (osmotic response 

element binding protein) (1-4), es una proteína que pertenece a la familia Rel de 

factores de transcripción, la cual incluye a los NFATc y los NF-κB. Fue descrito 

originalmente por ser el factor de transcripción que regulaba varios genes 

osmoprotectores en respuesta a hipertonicidad (1), y por su homología con los NFATc 

en el dominio de unión a DNA o dominio Rel (2). El NFAT5 es la última proteína 

descrita de la familia Rel y la de mayor tamaño, con más de 1400 aminoácidos (figura  

1). 

 

 

Figura 1 . Esquema de la familia de proteínas Rel, mostrando los NF-κB, los NFATc y el 
NFAT5. TAD, dominio de transactivación. CBD, dominio de unión a calcineurina. ANK, 
repeticiones de anquirina. N-ter, amino-terminal. C-ter, carboxilo-terminal. En p100 y p105 
aparece en negro la región de proteolización necesaria para su activación. 
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2. Los NF- κκκκB 

Estructura 

La familia de los NF-κB (Nuclear Factor kappa B) presenta cinco miembros en 

vertebrados: RelA (p65), RelB, c-Rel, NF-κB1 (p105/p50) y NF-κB2 (p100/p52) (figura  

1). NF-κB1 y NF-κB2 se sintetizan como precursores, p105 y p100, que se procesan 

post-traduccionalmente para dar lugar a las subunidades p50 y p52 respectivamente, 

capaces de unirse al DNA. NF-κB es regulado por un gran número de estímulos y 

participa en una amplia variedad de procesos fisiológicos y patológicos mediante el 

control de la expresión de citoquinas, moléculas de adhesión o receptores 

inmunológicos. De entre ellos destacan la inmunidad, la inflamación y el desarrollo de 

diversos tejidos.  

Los NF-κB presentan en su estructura un dominio de unión a DNA o dominio Rel 

localizado en el extremo amino-terminal, excepto en RelB, que está en una posición 

más central (ver figura 1 ). RelA, RelB y c-Rel tienen en su extremo carboxilo-terminal 

un dominio de transactivación, mientras que p105 y p100 tienen varias repeticiones de 

anquirina. Asimismo, RelB presenta un dominio de transactivación adicional en el 

extremo amino-terminal. 

Todos los miembros de NF-κB se asocian formando homo o heterodímeros, 

excepto en el caso de RelB, el cual sólo puede formar heterodímeros (5). Esta 

diversidad en la combinación contribuye a la variedad de regulación de distintos 

conjuntos de genes. Esto es debido a que cada pareja de NF-κB, sea homo o 

heterodimérica, presenta propiedades diferentes de unión al DNA y de interacción con 

otras proteínas presentes en la región promotora de los genes (6). Los homodímeros 

de p50 y p52 por ejemplo, actúan como represores, mientras que los dímeros que 

contienen RelA o c-Rel son activadores (7). La resolución de la estructura 

tridimensional del dominio de unión a DNA definió la base molecular que controla la 

dimerización y el contacto con el DNA por parte de las proteínas NF-κB (figura  2) (8, 

9). 
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Figura 2 . Estructura cristalina del dominio de unión a DNA del dímero p50 unido a un 
elemento de unión κB. 

 

Expresión de las proteínas NF- κκκκB en células y tejidos. 

Los miembros de NF-κB presentan diferencias de expresión en tejidos (10): 

NF-κB1 (p105/p50): presenta una expresión ubicua y juega una función 

importante en la inmunidad innata y adaptativa. 

NF-κB2 (p100/p52): su expresión es más elevada en tejidos hematopoyéticos, 

donde participa en el desarrollo de órganos linfoides secundarios y en la correcta 

función y maduración de linfocitos T y B. 

c-Rel: sus mayores niveles de expresión se encuentran en linfocitos y células 

mielomonocíticas. 

RelA (p65): su expresión es ubicua y se activa rápidamente en muchos tipos 

celulares en respuesta a mediadores inmunológicos e inflamatorios. 

RelB: presenta niveles elevados de expresión en timo, ganglios linfáticos y 

placas de Peyer. De este modo, su función está restringida a la formación de órganos 
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linfoides secundarios y en la regulación de ciertos tipos celulares (como linfocitos T y 

B) con una función en la respuesta inmunitaria. 

 

Regulación y función 

La actividad de los NF-κB está finamente regulada por la interacción con las 

proteínas inhibidoras llamadas IκB (α, β, γ, ε y Bcl-3, principalmente) (5), excepto para 

los miembros p105 y p100. Cada uno de los IκB presenta diferentes afinidades por los 

diversos miembros de NF-κB, aumentando así la complejidad en su regulación. IκB 

interacciona con el dominio Rel del NF-κB por varios sitios, ocultando su señal de 

localización nuclear e interfiriendo con la secuencia involucrada en la unión al DNA. De 

esta forma, en estado de reposo el NF-κB se encuentra como un complejo inactivo 

unido al IκB y localizado en el citoplasma.  

Hay dos rutas principales que llevan a la activación de NF-κB, las llamadas vía 

canónica o clásica y la no canónica o alternativa (figura  3). 
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Figura 3 . Esquema de la ruta de señalización clásica o alternativa de los NF-κB. PAMP, 
patrones moleculares asociados a patógenos. 
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La vía clásica es activada por todos los agentes fisiológicos inductores del NF-

κB, incluyendo citoquinas inflamatorias, moléculas asociadas a patógenos (también 

llamadas PAMP, por “pathogen associated molecular patterns”) y receptores de 

antígenos. En esta vía los IκB son fosforilados por el complejo IKKα/β, que incluye a la 

proteína adaptadora NEMO (NF-κB essential modifier, o IKKγ), induciéndose su 

poliubiquitinación y su posterior degradación por la vía del proteasoma (11). El NF-κB 

quedará así libre y translocará al núcleo por interacción con importinas mediante su 

secuencia de localización nuclear (12). El equilibrio inicial se restablece rápidamente, 

debido a que uno de los genes que los NF-κB regula son los propios IκB (11, 13), que 

al ser sintetizados de nuevo, entrarán en el núcleo y secuestrarán los NF-κB, 

llevándolos de nuevo al citoplasma mediante exportinas como Crm1 (14). En la vía 

clásica el NF-κB es principalmente un heterodímero que contiene RelA y p50 (15). 

La vía alternativa está activada por un número más limitado de estímulos, como 

diversas citoquinas de la familia del TNF (linfotoxina-β y CD40L, entre otros) (16) y en 

ella, la proteína p100 se degrada a p52 por el complejo formado por un homodímero 

del IKKα y la proteína NIK (NF-κB inducing kinase). Los heterodímeros de p52, que 

suelen contener RelB, serán los encargados de translocar al núcleo y activar un patrón 

específico de genes (7). 

La vía clásica está asociada a un incremeto en la transcripción de citoquinas 

(IL6, IL12β, IL-1β, TNFα), quimiocinas (IL8, RANTES), moléculas de adhesión (VCAM-

1, ICAM-1, E-selectina), enzimas productores de mediadores inflamatorios (iNOS, 

COX2) e inhibidores de apoptosis (7, 17). Éstos son componentes importantes de la 

respuesta inmunitaria innata a la invasión por microorganismos y se requieren para la 

migración de las células inflamatorias y fagocíticas a los tejidos donde NF-κB se ha 

activado por una infección o una herida. Al llegar a su destino, estas células matan, 

ingieren y degradan bacterias, virus y parásitos, y presentan antígenos de los 

patógenos en el proceso de migración hacia órganos linfoides secundarios (7).  

La vía alternativa de activación de NF-κB está relacionada con la maduración y 

supervivencia de los linfocitos B, participando así en la inmunidad adaptativa (18, 19), 

la osteoclastogénesis (20), el desarrollo de órganos linfoides (7) y la regulación del 

ciclo celular (21).  

Se ha visto que las dos vías pueden ser solapantes, produciendo activaciones de 

genes más prolongadas. La vía clásica presenta una respuesta rápida a estímulos, 

mientras que la alternativa presenta una activación más retardada. De esta forma, 

estímulos como la linfotoxina-β, que puede activar las dos rutas, inducen de forma 
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sostenida genes que dependen del heterodímero RelB/p52, al presentar éste una  

cinética de activación más lenta (22). 

Existen otros niveles adicionales en la regulación de NF-κB:  

1) Fosforilación. Las subunidades p105 y p100 necesitan ser fosforiladas por las 

quinasas IKKα y NIK para poder procesarse a p50 y p52, respectivamente (23, 24). 

p65, RelB y c-Rel también necesitan ser fosforiladas para ejercer su función 

transactivadora. Varias quinasas son capaces de fosforilar residuos específicos de las 

subunidades de NF-κB cuando la vía clásica es activada, como PKA, MSK1, PKCξ  e 

incluso las propias IKK (25-28).  

2) Para que NF-κB ejerza su función se necesita el reclutamiento de 

coactivadores transcripcionales como CBP (CREB-binding protein) y p300. La 

activación del dímero sólo no es suficiente para inducir la expresión génica (29). 

3) NF-κB puede actuar en conjunción con otros factores de transcripción. Se ha 

descrito que coopera con IRF3-7 y ATF-2/c-Jun en en la transcripción del interferón-β, 

formando un complejo llamado “enhanceosoma” (30). Un efecto similar ha sido 

observado con los STAT (31, 32). Además NF-κB puede interaccionar directamente 

con CREB (33), SP1 (34) y con E2F1, recientemente descrito (35). 

4) Existen otras muchas modificaciones en los NF-κB, IKK e IκB, como 

acetilación, oxidación, monoubiquitinación o sumoilación, entre otras, que también 

afectan a la regulación de la vía (36). 
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3. Los NFATc  

Estructura 

La familia de proteínas NFAT consta de cinco miembros, cuatro NFAT 

dependientes de calcineurina o NFATc y el NFAT5 (37). Los NFATc son: NFAT1 

(NFATp o NFATc2), NFAT2 (NFATc o NFATc1), NFAT3 (NFATc4) y NFAT4 (NFATx o 

NFATc3). Varios de los NFATc presentan variantes generadas por procesamiento 

alternativo del mRNA, produciendo diversas isoformas, lo que aumenta la variabilidad 

de cada miembro de esta familia (8, 38). 

Los NFATc tienen dos dominios bien conservados: el dominio regulador, 

conocido como dominio de homología NFAT (NHD), situado en el extremo amino-

terminal, y el dominio de unión a DNA, conocido como dominio de homología Rel 

(RHD). El extremo amino-terminal y parte del carboxilo-terminal de la proteína 

presentan regiones de transactivación (figura 1 ). 

El análisis de los NFATc unidos al DNA indica la base molecular de la interacción 

con otros factores de transcripción tales como AP1 (Fos/Jun, figura 4 ) y las 

recientemente descritas proteínas FOXP (9, 39-41). De hecho, la habilidad de 

seleccionar como proteína asociada AP1 o FOXP3 resulta esencial para llevar a cabo 

un programa génico específico de células T efectoras o reguladoras, respectivamente 

(42, 43). Sin embargo, recientemente se ha descrito que en secuencias de DNA 

parecidas a elementos de unión a NF-κB, los NFATc son capaces de unirse formando 

dímeros, adoptando una estructura tridimensional parecida a los NF-κB (figura 5 ) (39, 

44). 
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Figura 4 . Estructura cristalina del dominio de unión a DNA de NFAT1 unido junto a un 
dímero de Fos-Jun a la secuencia murina de DNA ARRE2 (promotor de la interleuquina 2). 

 

Figura 5 . Estructura cristalina recientemente descrita del dominio de unión a DNA de 
NFAT1 homodimerizando sobre una secuencia κB del promotor LTR del HIV.  

 

Expresión de los NFATc en células y tejidos. 

Los diversos miembros de los NFATc pueden tener funciones redundantes en 

varios aspectos (38, 45). Presentan una amplia expresión en diversos tejidos, 

destacando órganos linfoides (excepto NFAT3), por la función que desarrollan: 

NFAT1: se expresa en varios órganos linfoides, corazón, músculo y cerebro. 

Ratones deficientes presentan un desarrollo anormal del bazo y una mayor respuesta 

de los linfocitos T (sobre todo Th2) y B, con un aumento de la expresión de IL4 por 

estimulación del TcR (38). IL4 es importante para la activación de linfocitos B y para la 

diferenciación de células T a células cooperadoras de tipo 2 (Th2) (46). 

NFAT2: se expresa en linfocitos T, bazo, timo, músculo y otros tejidos. Ratones 

deficientes para NFAT2 presentan una menor respuesta de los linfocitos T, una 

disminución del timo y órganos linfoides y una menor producción de IL4 y respuestas 

dependientes de linfocitos Th2 (38). 
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NFAT3: se expresa en pulmón y riñón principalmente. No se expresa en 

linfocitos. Es el único miembro de la familia que no regula la diferenciación o función 

de los linfocitos T y B. Ratones deficientes para NFAT3 y 4 presentan anomalías en el 

desarrollo cardíaco y vascular (47, 48).  

NFAT4: se expresa en una amplia variedad de tejidos dependiendo de las 

isoformas. Los ratones deficientes presentan un menor desarrollo de células tímicas, 

precursoras de los linfocitos T y un ligero aumento en la respuesta de linfocitos T 

periféricos (38). 

 

Regulación y función 

El dominio regulador de los NFATc (NHD) presenta dos sitios de unión a la 

fosfatasa calcineurina, y es fosforilado por quinasas en varios residuos. En 

condiciones basales de inactividad, los NFATc están fosforilados en numerosas 

serinas y localizados en el citoplasma (figura 6 ) (8). Su activación se produce por 

receptores de superficie acoplados a la enzima fosfolipasa C (PLC), que da lugar a 

dos mediadores intracelulares, el inositol trifosfato o IP3, señal que producirá un 

aumento en la concentración de calcio intracelular, y el diacilglicerol o DAG (8).  

El aumento de la concentración de calcio intracelular activa a la proteína 

calmodulina, que a su vez activa a la fosfatasa calcineurina (cuya actividad se inhibe 

por los inmunosupresores ciclosporina A y FK506). Los NFATc unidos a calcineurina 

serán defosforilados en su región reguladora, produciéndose un cambio estructural 

que expone su señal de localización nuclear (NLS) e induce su translocación al núcleo 

mediante una vía dependiente de importinas (figura 6 ) (49). Los NFATc defosforilados 

presentan también un aumento de la afinidad por su secuencia consenso de unión al 

DNA y un aumento de actividad transcripcional. La vía vuelve a su estado inicial 

cuando cesa el estímulo y los NFATc son refosforilados de nuevo. Finalizará entonces 

la expresión génica, se ocultará su señal de localización nuclear, se expondrá su 

secuencia de exporte (NES) y por un sistema de transporte dependiente de exportinas 

(Crm1) se relocalizarán en el citoplasma (figura  6) (50). 
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Figura 6 . Esquema de la ruta de señalización de los NFATc. Iono, ionomicina. TcR, 
receptor de células T. RTK, receptores acoplados a tirosin-quinasas. CsA, ciclosporina A. 
FK506, tacrolimus. 
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Los NFATc, al igual que los NF-κB, presentan múltiples niveles de regulación en 

su cascada de activación, que, junto con la diversidad de miembros e isoformas hace 

que el mecanismo de expresión de sus genes diana se haga más complejo: 

1) Calcineurina. La calcineurina consta de dos subunidades, la A o catalítica, que 

se une a los NFATc y los defosforila, y la B o reguladora, que se une a la calmodulina 

unida al calcio. De la subunidad A las isoformas más importantes (la α y la β) tienen 

una homología superior al 80%. El hecho de expresarse en diferentes tejidos (la α es 

predominante en el cerebro y riñón, mientras que la β lo es en el sistema inmunitario, 

músculo y corazón) (51), junto a que los diversos NFATc tienen una expresión 

diferencial, hace aumentar la complejidad en la regulación de estos factores de 

transcripción.  

Se ha descrito además que la calcineurina se puede localizar también en el 

núcleo, manteniendo así un estado más prolongado de defosforilación de los NFATc y 

una expresión génica dependiente de los NFATc de mayor duración (52, 53). 

2) Quinasas. La fosfatasa calcineurina defosforila los NFATc en 

aproximadamente 13 residuos de serina localizados en la región reguladora, en la 

región amino-terminal (49). Diversas quinasas son las encargadas de fosforilar esas 

serinas, tanto en estado de reposo como cuando cesa el estímulo activador: la GSK3, 

CK1, p38, JNK y la recientemente descrita família DYRK. GSK3 y CK1 son quinasas 

constitutivas que mantienen el estado de fosforilación basal de los NFATc, y también 

se encargan de promover su exporte al citoplasma cuando se encuentran 

defosforilados en el núcleo (54, 55). p38 y JNK en cambio, son quinasas inducibles 

que promueven el exporte nuclear de los NFATc (figura 4 ). p38 fosforila a NFAT1 y 

NFAT3, y JNK fosforila a NFAT2 y NFAT4 (56-58). Sobre la familia DYRK se ha 

descrito que es capaz de contrarrestar la defosforilación promovida por la calcineurina 

fosforilando ciertos residuos de los NFATc en su región reguladora y favoreciendo 

posteriormente su fosforilación por acción de las quinasas GSK3 y CK1 (59). 

Otras señales además de las de calcio pueden activar a los NFATc. Por ejemplo, 

el receptor coestimulador CD28, que activa la vía de la PI3K, que a su vez activa la 

quinasa Akt/PKB. Akt es un inhibidor de GSK3, una quinasa constitutiva exportadora 

de los NFATc. Así el balance neto es una prolongación de la residencia de los NFATc 

en el núcleo de los linfocitos T por la activación del TcR en combinación con CD28 

(60).  

3) Proteínas inhibidoras. La actividad de la calcineurina no sólo es regulada por 

la calmodulina y por el calcio, sino que hay presentes en la célula varias proteínas 
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inhibidoras, como la CABIN1, AKAP79 y miembros de la familia DSCR/MCIP, también 

llamadas calcipresinas y renombradas recientemente como RCAN, reguladores de la 

calcineurina (8, 61). Otro tipo de moléculas descritas como inhibidoras de los NFATc 

es un represor de RNA no codificante, que es capaz de unirse y regular a ciertas 

proteínas de la vía de los NFATc (62). Además, en condiciones basales los NFATc 

están unidos a la exportina Crm1, lo que impide su internalización. Cuando éstos se 

estimulan desaparece la interacción con la exportina para permitir su transporte al 

núcleo (63). 

5) Cooperación con otros factores de transcripción. Una de las vías más 

estudiadas de activación de los NFATc es la que ocurre a través del receptor de 

células T (TcR), en la cual se activa también el factor de transcripción AP-1 

(heterodímero de Jun y Fos). Los NFATc y AP-1 suelen unirse al DNA en sitios 

adyacentes, interaccionando y cooperando así en la transcripción de sus genes diana 

(figura  4). Recientemente se ha descrito otro factor de transcripción, el FOXP3, como 

un importante cooperador en la función de los NFATc. Así, dependiendo de a qué 

factor se unan los NFATc, éstos desempeñarán funciones diferentes en el desarrollo 

de linfocitos: mientras que los NFATc sólos (o unidos a un factor aún no caracterizado) 

activan un programa génico de anergia, unidos al AP1 promueven una respuesta 

efectora y unidos al FOXP3 promueven una respuesta reguladora, en linfocitos T (8, 

40, 42, 43). También se ha descrito que los NFATc pueden unirse o cooperar con 

otros factores de transcripción como IRF-4, PPAR-γ, o miembros de la familia GATA, 

entre otros (8, 64, 65). 

Entre las funciones de los NFATc, las más estudiadas se centran en su actividad 

en el sistema inmunitario, principalmente en el desarrollo, activación, diferenciación e 

inducción de tolerancia de los linfocitos T. Sin embargo los NFATc también participan 

en el desarrollo de osteoclastos, válvulas cardiacas o músculo esquelético y se ha 

descrito un papel de estas proteínas Rel en el sistema nervioso central, riñón y células 

hematopoyéticas  (8, 38, 45, 48). 
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4. El NFAT5 

Estructura  

 Mientras que los cuatro NFATc son muy homólogos entre sí, el NFAT5 tiene una 

estructura, regulación y función diferentes a los demás miembros de la familia (1, 2, 8, 

38, 66, 67). La única característica que comparte el NFAT5 con los demás NFATc es 

el dominio de unión a DNA o dominio Rel, que une secuencias de DNA muy similares 

a las reconocidas por los NFATc (2). El NFAT5 presenta una región amino-terminal al 

dominio Rel más corta que la de los NFATc, carente de los sitios de unión a 

calcineurina característicos de éstos, y un dominio de transactivación en el extremo 

carboxilo-terminal más largo, sin homología con las demás proteínas Rel (figura  1) (2, 

68). Los mamíferos sólo tienen un gen del NFAT5 y al menos tres isoformas (NFAT5 

a, b y c), que presentan diferente longitud en su región amino-terminal y cuya 

existencia tan sólo ha sido probada a nivel de su mRNA (69). 

Experimentos in vitro mostraron que el NFAT5 interaccionaba formando 

homodímeros, tanto en células sin activar como en células activadas, y éste se unía a 

sus secuencias de unión al DNA también en forma dimérica (68). La dimerización 

resultó ser un requisito para unir sus sitios diana en el DNA y para poder ejercer su 

función de transactivación en los genes regulados por este factor. La resolución de la 

estructura cristalina de su dominio de unión al DNA mostró que el NFAT5 unía el DNA 

como un homodímero y era estructuralmente similar a los NF-κB (figura  7) (70). Por 

otra parte, la secuencia consenso de unión al DNA del NFAT5 ((T/A)GGAAA) es muy 

similar a la de los NFATc (GGAAA) (2, 68, 71). El NFAT5 puede reconocer las mismas 

regiones del DNA y activar algunos de los genes que activan los NFATc (como el 

TNFα) (68), aunque el NFAT5 no se une al AP-1 (2). La función, mecanismo de 

actuación y regulación del NFAT5 están descritos en los apartados que siguen a 

continuación. 

Expresión 

A nivel de RNA mensajero el NFAT5 se expresa de forma ubicua, siendo de 

elevada intensidad en músculo esquelético, cerebro, corazón y linfocitos de sangre 

periférica (1, 2). La expresión de proteína se ha detectado principalmente en el timo, 

testículos, algunas zonas del cerebro, linfocitos activados en ratones adultos, y en 

prácticamente todos los tejidos del embrión en desarrollo, indicando que la expresión 

del NFAT5 aumenta en células proliferantes. Asimismo, se ha descrito que el NFAT5 

se expresa en todas las líneas celulares con las que se ha estudiado hasta ahora (1, 2, 

72). 
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Figura 7 . Estructura cristalina del dominio de unión a DNA del NFAT5 homodimerizando 
en un elemento de DNA de respuesta a  tonicidad o TonE.  

 

Regulación por estrés osmótico  

La característica principal y el aspecto más conocido que diferencia al NFAT5 de 

las otras proteínas Rel es su respuesta a hipertonicidad. El NFAT5/TonEBP se 

caracterizó en paralelo por dos grupos independientes (1, 2): como un miembro de la 

familia NFAT, identificado por su homología con el dominio de unión al DNA de los 

NFATc; y como el factor de transcripción capaz de regular genes encargados de 

proteger a las células ante un estrés hiperosmótico (el cotransportador de sodio/mio-

inositol o SMIT, el cotransportador de sodio/cloruro/betaína o BGT1 y la aldosa 

reductasa o AR). Estos genes presentan en su promotor unas secuencias 

conservadas, conocidas como elementos de respuesta a osmolaridad (ORE) o 

tonicidad (TonE), a las cuales el NFAT5/TonEBP es capaz de unirse en respuesta a un 

estímulo hipertónico. Posteriormente, se han descrito otros genes regulados por el 

NFAT5 en respuesta a hiperosmolaridad, como las citoquinas TNFα y linfotoxina-

β (68), la chaperona HSP70-2 (73) y los transportadores de urea UT-A (74) y de 

aminoácidos ATA2 (75), entre otros (tabla 1 ).  
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Tabla 1 . Lista de genes descritos que son regulados por el NFAT5 (1, 68, 73-80). 
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La propiedad del NAT5 de formar dímeros puede ser empleada para inhibirlo 

específicamente ya que formas del NFAT5 capaces de dimerizar, pero carentes del 

dominio de transactivación, compiten con la actividad de la proteína endógena y se 

comportan como dominantes negativos (68). 

Se ha visto también que en condiciones hipertónicas, el NFAT5/TonEBP es 

fosforilado y experimenta un cambio en su localización subcelular. El NFAT5 se 

encuentra tanto en el citoplasma como en el núcleo de células primarias y líneas 

celulares, aunque suele ser más citoplásmico (1, 2, 68, 75). Frente a un estrés 

hiperosmótico aumenta su expresión, su fosforilación y su acumulación en el núcleo, 

consistente con una mayor capacidad transactivadora y de unión al DNA (figura 8 ) 

(67, 68, 81). Esta regulación se ha visto que es bidireccional ya que en condiciones 

hipotónicas aumenta la proporción del NFAT5 en el citosol y se reduce su capacidad 

transactivadora y de unión al DNA (82).  
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Figura 8 . Esquema de la ruta de señalización del NFAT5. NaCl, cloruro sódico. TcR, 
receptor de células T. CsA, ciclosporina. FK506, tacrolimus. ?, Proceso caracterizado de forma 
incompleta. 

 

Recientemente se han identificado tres motivos en la región amino-terminal del 

NFAT5 que controlan su importe hacia el núcleo o exporte al citoplasma (83). Uno de 

ellos es una secuencia de localización nuclear (NLS), la otra es un dominio de exporte 

auxiliar (AED), independiente de la exportina Crm1, y la tercera es una secuencia de 

exporte nuclear (NES) dependiente de Crm1, presente sólo en la isoforma c del 

NFAT5. En condiciones de estrés osmótico las señales de exporte AED y NES quedan 

inactivadas, facilitando el transporte al núcleo dependiente del NLS (83). 

Lee, SD. y colaboradores demostraron que el dominio carboxilo-terminal del 

NFAT5 se podía estructurar en varios subdominios, e identificaron en ellos regiones 

moduladoras y activadoras de la actividad transcripcional en respuesta a un estrés 

hipertónico (84). Sin embargo, en este trabajo no se observó una correlación entre la 

fosforilación de estos subdominios y su actividad transcripcional. 
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Finalmente, para poder determinar el papel del NFAT5 a nivel fisiológico, se han 

descrito en la literatura dos ratones deficientes para la proteína, en los que se 

eliminaron exones esenciales para que el NFAT5 pudiera ejercer su función normal 

(76, 85). En ellos se observa una alta mortalidad perinatal, una disminución en el peso 

corporal y una incapacidad de regular genes osmoprotectores que causa atrofia renal, 

uno de los órganos más expuestos a condiciones extremas de osmolaridad. El grupo 

de Ho SN., encontró además defectos en la celularidad de linfocitos y en las 

respuestas de anticuerpos específicos de antígenos, en ratones heterozigotos (85). 

Hay descritos además tres tipos de transgénicos para el NFAT5, realizados con 

dominantes negativos, que son también un modelo de inhibición del NFAT5. Trama J., 

y colaboradores produjeron un ratón transgénico de un dominante negativo del NFAT5 

(dominio de unión al DNA) expresado bajo el control del promotor del gen CD2, 

dirigido a expresarse en el timo y en linfocitos T perifericos. El transgén, que se 

expresó en bazo y timo, provocaba una disminución de la celularidad en estos órganos 

y una reducción en el desarrollo de linfocitos T, una menor tasa de crecimiento de 

esplenocitos cultivados in vitro, y una menor viabilidad de los esplenocitos cultivados 

en ausencia de aminoacidos (75). Lam AKM., y colaboradores, a su vez, describieron 

un ratón transgénico de un dominante negativo del NAT5 expresado bajo el control del 

promotor de la caderina específica de riñón, que se expresa en células epiteliales de 

los túbulos collectores renales. Los ratones presentaron poliuria (excesiva producción 

de orina), polidipsia (excesiva sensación de sed) e hidronefrosis bilateral progresiva 

(agrandamiento de la pelvis y de las estructuras recolectoras de orina), confirmando un 

papel importante del NFAT5 como regulador de la concentración de urina y de genes 

osmoprotectores (86). Wang Y., y colaboradores también desarrollaron un transgénico 

de un dominante negativo del NFAT5 pero expresado bajo el control del promotor de la 

α A-cristalina, que se expresa en células de fibras oculares. Los ratones desarrollaron 

cataratas nucleares de forma temprana, indicando un papel importante del NFAT5 en 

la función ocular normal (87). 

Regulación por otros estímulos 

Además del estrés hipertónico se han descrito otros estímulos capaces de activar 

la actividad transcripcional del NFAT5. Trama, J. y colaboradores implicaron al 

receptor de linfocitos T (TcR) además de a sus farmacomiméticos, PMA e ionóforo de 

calcio en la actividad y aumento de expresión del NFAT5 (67). Curiosamente, este 

estímulo sí era dependiente de calcineurina, hecho que no sucede con los demás 

estímulos que activan al NFAT5. Células estimuladas con PMA y ionóforo, o activando 

el TcR por entrecruzamiento con los anticuerpos anti-CD3/CD28, aumentan los niveles 
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de expresión del NFAT5. Esta activación es capaz de revertirse con el pretratamiento 

con fármacos inhibidores de la fosfatasa calcineurina (figura 8 ). Posteriormente, el 

mismo grupo, y como se ha comentado en el apartado anterior, describió un papel 

importante del NFAT5 en la viabilidad de los esplenocitos por deprivación de 

aminoácidos (75). 

Jauliac, S. y colaboradores implicaron al NFAT5 en la vía de señalización por 

integrinas (88). Los autores describieron que la integrina α6β4, que desempeña un 

papel en la regulación de la invasividad tumoral, activaba a los factores de 

transcripción NFAT1 y NFAT5 (figura 8 ). La estimulación de la integrina con sus 

ligandos, que incrementa la migración celular, aumenta la expresión y la actividad 

transcripcional del NFAT5, efecto que se revierte con dominantes negativos del factor 

de transcripción. 

Otras funciones del NFAT5 

Recientemente se han descrito para el NFAT5 otras funciones además de las ya 

mencionadas, ampliando el espectro de actuación y mostrando la versatilidad de este 

factor de transcripción. Así, se ha descrito como un factor importante para funciones 

tan diversas como el desarrollo ocular (87), la replicación del virus de la 

inmunodeficiencia humana (HIV-1) (89) o la migración y diferenciación durante la 

miogénesis (90). 

Quinasas reguladoras del NFAT5 

Resultados descritos en la literatura indican que el NFAT5 puede ser regulado 

por diferentes quinasas (figura 8 ). Ko, BC. y colaboradores describieron la 

contribución de las quinasas p38 y Fyn en la activación del NFAT5 en respuesta a 

estrés osmótico (91). Más tarde, Ferraris, JD. y colaboradores implicaron a la quinasa 

PKA en la misma vía de activación del NFAT5 por estrés osmótico (92, 93). 

Recientemente Irarrazabal, CE y colaboradores han implicado a una quinasa que 

responde a estrés genotóxico, ATM, como otra quinasa que contribuye a que el 

NFAT5 responda transcripcionalmente en respuesta a un estímulo hipertónico (93). 

Aunque se ha conseguido coinmunoprecipitar el NFAT5 unido al ATM y la PKA, aún 

no se ha podido demostrar si alguna de estas quinasas fosforila al NFAT5 

directamente ni se conoce el mecanismo por el cual regulan su actividad 

transcripcional.  
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5. La inmunidad innata y adaptativa  

La inmunidad innata , también llamada inmunidad natural, comprende los 

mecanismos de defensa bioquímicos y celulares frente a microorganismos. Estos 

mecanismos están preparados para responder con rapidez a las infecciones y 

esencialmente de la misma manera ante infecciones repetidas (no presentan memoria) 

(94-97). Está formada por barreras físicas y químicas (epitelios y sustancias 

antimicrobianas sintetizadas en ellos, como las defensinas), células fagocíticas 

(neutrófilos, macrófagos y células dendríticas), mastocitos y linfocitos citolíticos 

naturales (NK, natural killer), proteínas de la sangre (sistema del complemento y otros 

mediadores de la inflamación) y citoquinas, que regulan y coordinan a las células de la 

inmunidad innata (94, 98-103). Los mecanismos de la inmunidad innata son 

específicos frente a estructuras que son comunes a grupos de microorganismos 

relacionados, presentan una diversidad limitada (codificada por la línea germinal) y 

pueden ser incapaces de distinguir diferencias sutiles entre sustancias extrañas. La 

inmunidad innata es la primera línea de defensa frente a los microorganismos. 

El reconocimiento de las células de la inmunidad innata a los patógenos se 

produce a través de receptores (PRR) que reconocen patrones asociados a moléculas 

patogénicas (PAMP). Entre los principales PRR están los receptores tipo Toll (TLR), 

los receptores tipo NOD (NLR), y los receptores tipo RIG (RLR), que se comentan en 

los siguientes apartados (104, 105). 

La inmunidad adaptativa  comprende las respuestas inmunitarias que son 

estimuladas por la exposición a agentes infecciosos y que aumentan en magnitud y 

capacidad de defensa con cada exposición sucesiva a un microorganismo 

determinado (se adapta a ésta). Presenta una especificidad precisa por distintas 

moléculas, es capaz de reconocer y reaccionar frente a un gran número de sustancias 

microbianas y no microbianas y puede distinguir entre moléculas y microorganismos 

diferentes, incluso muy relacionados (por eso también se llama inmunidad específica). 

Esta propiedad de tener una diversidad de respuesta muy amplia es debida a que sus 

receptores están producidos por la recombinación somática de segmentos génicos. La 

inmunidad adaptativa está formada por los linfocitos y sus productos (94, 96, 106-108). 

El reconocimiento de antígenos de patógenos se produce a través de los 

receptores de células T y B y requiere moléculas presentadoras de antígeno y 

proteínas adaptadoras (109). 

Las respuestas inmunitarias innata y adaptativa son componentes de un sistema 

integrado de defensa del huésped en el que numerosas células y moléculas funcionan 
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de forma cooperativa. Los mecanismos de la inmunidad innata proporcionan una 

defensa eficaz frente a las infecciones. Sin embargo, frente a microorganismos que 

han desarrollado resistencia a la inmunidad innata, se requiere de los mecanismos de 

la inmunidad adaptativa (94). La inmunidad innata y adaptativa están unidas entre sí 

en dos aspectos: la inmunidad innata una vez activada estimula la inmunidad 

adaptativa y regula las respuestas adaptativas; y las respuestas adaptativas utilizan 

varios mecanismos efectores de la inmunidad innata para eliminar a los 

microorganismos. 
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6. Los receptores tipo Toll y la inmunidad innata  

Los receptores tipo Toll o TLR son una familia de receptores que juegan un papel 

crucial en la respuesta inmunitaria innata a los patógenos invasores. Estos receptores, 

evolutivamente conservados, son homólogos del gen Toll en Drosophila (110). 

Reconocen motivos estructurales muy conservados expresados sólo en patógenos 

microbianos, llamados “patrones moleculares asociados a patógenos” o PAMP. Los 

PAMP incluyen varios componentes de la pared celular bacteriana como el 

lipopolisacárido (LPS), el peptidoglicano (PGN), el DNA bacteriano y el RNA viral de 

doble cadena (104, 111). La estimulación de los TLR por los PAMP inicia una cascada 

de señalización que involucra a proteínas adaptadoras como el MyD88 o el TRIF, 

además de quinasas como la IRAK o la TBK1. Estas rutas de señalización producirán 

una activación de factores de transcripción, como NF-κB e IRF3, los cuales inducirán 

la expresión de un programa de genes entre los que destacan citoquinas 

proinflamatorias, quimiocinas y enzimas, que además de atacar directamente a los 

patógenos promoverán la activación de la respuesta inmunitaria adaptativa para 

eliminar de forma selectiva a patógenos y a las células infectadas. 

Los TLR 

Los receptores tipo Toll son unas proteínas caracterizadas por un dominio 

extracelular rico en leucinas, un dominio transmembrana y una cola citoplásmica que 

contiene una región conservada llamada dominio del Receptor de Toll/IL-1, o dominio 

TIR. Los TLR se expresan predominantemente en tejidos involucrados en la función 

inmunitaria, como el bazo, linfocitos de sangre periférica, macrófagos y células 

dendríticas y en aquellos tejidos expuestos al ambiente externo, como el pulmón, el 

tracto gastrointestinal y el genitourinario (108, 112). Sin embargo, su patrón de 

expresión varía entre los diversos tejidos y tipos celulares. Están localizados en la 

membrana plasmática, con la excepción del TLR3, TLR7-8 y TLR9, los cuales están 

localizados predominantemente en endosomas (113).  

Se han descrito diez miembros de los TLR en humanos y doce en roedores. Del 

TLR1 al TLR10 en humanos, y del TLR1 al TLR9, el TLR11, TLR12 y TLR13 en 

roedores (el homólogo murino del TLR10 y el homólogo humano del TLR12 son 

pseudogenes) (114). Ver figura 9  para una representación esquemática de los TLR. 
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Figura 9 . Esquema de la familia de los receptores tipo Toll y los adaptadores a los que 
se unen. dsRNA, RNA de cadena doble. ssRNA, RNA de cadena sencilla. 

 

Cada TLR es capaz de reconocer un patrón específico de moléculas (figura  9 y 

tabla 2 ). Además, los TLR, al interaccionar con el ligando, son capaces de formar 

homo o heterodímeros, ampliando de este modo el repertorio de moléculas que 

pueden reconocer. Así, heterodímeros de TLR2 con TLR1 o TLR6 son capaces de 

reconocer lipopéptidos de la pared bacteriana (PAM3CSK4) o componentes de hongos, 

como el Zymosan A (Zym). El TLR3 reconoce RNAs virales de doble cadena (dsRNA), 

el TLR4 lipopolisacárido (LPS), el TLR5 la flagelina, el TLR7 y 8 RNAs virales de 

cadena sencilla (ssRNA), y el TLR9 DNA procedente de bacterias, rico en motivos 

CpG no metilado (CpG DNA). Para el TLR10 no está descrito su ligando, pero su 

homología con el TLR1 y el TLR6 hace hipotetizar que pueda reconocer lipopéptidos. 

Asimismo, se ha descrito que el TLR11 murino reconoce profilinas. Tampoco están 

descritos los ligandos para los TLR12 y TLR13 murinos (ver tabla  2) (115). 
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Tabla 2 . Lista de ligandos para los diferentes receptores de tipo Toll, sus adaptadores 
intracelulares y la especie, humana o murina, que lo representa. Zym, Zymosan A. LPS, 
lipopolisacárido. IAQ, imidazoquinolinas. ODN, oligodeoxinucleótido. a El TLR8 murino es 
considerado no funcional al no responder a ninguno de los ligandos del TLR7 y TLR8 humanos, 
sin embargo recientemente se ha descrito que es activado por ligandos del TLR8 en presencia 
de ODN (116). 

 

Para aumentar la complejidad, la especificidad de los TLR también está 

influenciada por moléculas accesorias como el MD-2 y el CD14, los cuales forman un 

complejo extracelular con TLR4 en respuesta a LPS (117). 

Rutas de señalización y factores de transcripción a ctivados por los TLR 

Todas las rutas de señalización de los TLR necesitan de proteínas adaptadoras 

y quinasas para finalmente activar los factores de transcripción que inducirán la 

expresión de los genes diana (118). Hay cuatro adaptadores principales que poseen 

dominios TIR y que son los primeros en recibir la señal desde los TLR: MyD88, Mal, 

TRIF y TRAM (ver figura  9-10). De los principales y más estudiados, MyD88 y TRIF, 

MyD88 es requerido para la señalización de todos los TLR excepto para el TLR3, y 

TRIF actúa en el TLR3 y TLR4.  
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Figura 10 . Esquema de la ruta de señalización de los receptores tipo Toll, desde los 4 
adaptadores, MyD88, Mal, TRIF y TRAM hasta los factores de transcripción activados, NF-κB, 
IRFs y AP1. 

 

Clásicamente se ha vinculado la actividad de los TLR vía MyD88 como una ruta  

preferentemente activadora del NF-κB y la del TRIF como una activadora de IRF3. 

Recientemente se ha descrito que estos adaptadores pueden presentar una activación 

cruzada de ambos tipos de factores de transcripción, de forma que en general tanto 

MyD88 como TRIF podrían activar a ambos. Esta función dependerá sin embargo del 

tipo celular y del tipo, intensidad y duración del estímulo (118). 
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MyD88 (Myeloid Differentiation primary response protein 88). Cuando se activan 

los TLR, MyD88 recluta a la quinasa IRAK4  (IL-1R-associated kinase 4), la cual se une 

a su vez a la quinasa IRAK1 . Una diana clave para IRAK1  es la proteína adaptadora 

TRAF6 (TNF-receptor-associated-factor 6), que entonces se une a las proteínas TAK1  

(TNF activated kinase 1) y TAB2  (TAK1 binding protein 2). Las dianas finales de esta 

cascada son las quinasas que activan p38 y JNK (de la ruta de las MKKs) y el 

complejo de las IKKs, que activa a NF-κB. Recientemente se ha descrito que MyD88 

puede unirse también a TRAF3, de forma que participa además en la activación 

transcripcional dependiente de IRFs (figura 10 ) (118). 

Mal (MyD88 adaptor like). También conocido como TIRAP, es necesario para la 

ruta de señalización dependiente del TLR2 y del TLR4, y actúa como una proteína 

puente para unir MyD88 al complejo de estos TLR. Tanto los TLR como los 

adaptadores presentan dominios TIR de interacción proteína-proteína. Mal presenta un 

dominio de unión a fosfatidil inositol bifosfato (PIP2), el cual lo recluta a la membrana, 

en regiones ricas en los TLR. Por el tipo de carga que presenta Mal en su superficie, 

interacciona primero con los TLR y posteriormente recluta a MyD88 (figura  10) (118, 

119). 

TRIF (TIR domain containing adaptor protein inducing IFNβ). También conocido 

como TICAM-1, es reclutado tan sólo por el TLR3 y TLR4, siendo el único adaptador 

tipo TIR reclutado por el TLR3. TRIF se une al adaptador TRAF3 y media la activación 

de las quinasas TBK1 e IKKε, las cuales fosforilan a los factores de transcripción IRF3 

e IRF7. Una vez fosforilados, los IRFs homodimerizan y se desplazan al núcleo para 

activar transcripcionalmente a sus genes diana. Se ha descrito recientemente que 

TRIF tiene secuencias consenso de unión a TRAF6 y se une a él, participando 

también en la activación de NF-κB (figura 10 ) (118, 119). 

TRAM (TRIF-related adaptor molecule). También conocido como TICAM-2,  es 

el adaptador más restringido de todos, actuando sólo como puente de TRIF en su 

union al TLR4, así como lo hace Mal para MyD88. Asimismo, se ha descrito que 

TRAM debe ser miristilado para ser reclutado tras la activación del TLR4 (118). Sin 

embargo la falta de TRAM es más severa que la de TRIF en estimulación por LPS, lo 

que indica que TRAM está involucrado en más rutas de señalización además de la 

dependiente de TRIF (118). 
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7. Los receptores intracelulares de reconocimiento de 

patógenos  

Además de los receptores tipo Toll hay otras proteínas localizadas en el 

citoplasma, que juegan un papel muy importante en la inmunidad innata como 

sensores de patógenos intracelulares. Entre ellos se incluyen los receptores tipo NOD 

y las proteínas antivirales RIG-I y Mda5. 

Sistema antiviral citoplásmico (receptores tipo RIG  o RLRs) 

Hasta hace poco el conocimiento sobre receptores de patrones moleculares 

asociados a patógenos (PAMP) víricos estaba restringido a los receptores de tipo Toll 

3, 7 y 8, al reconocer los RNA virales de cadena sencilla (TLR7 y TLR8) o doble 

(TLR3). Sin embargo, estudios con ratones deficientes para el TLR3 mostraron que las 

respuestas inflamatorias a ciertas infecciones víricas (como el citomegalovirus o el 

virus de la estomatitis vesicular) no se veían afectadas por la ausencia de este 

receptor de tipo Toll, indicando la posible existencia de otros sensores a este tipo de 

estímulos (120).  

Posteriormente se ha descrito el RIG-I (retinoic-acid-inducible gene I) y el Mda5 

(melanoma-differentiation-associated gene 5), dos helicasas de RNA capaces de unir 

RNA de doble cadena localizado en el citoplasma e inducir citoquinas inflamatorias e 

interferón (105), aunque RIG-I también puede unir RNA de cadena sencilla (121, 122). 

El mecanismo de actuación se describió recientemente al identificarse una proteína 

puente entre estos sensores de RNA de doble cadena y los factores de transcripción, 

llamado MAVS (mithocondrial antiviral signaling protein), CARDIF (CARD adaptor 

inducing IFN-β), IPS-1 (interferon beta promoter stimulator 1) o VISA (virus induced 

signaling adaptor), por los cuatro grupos que lo caracterizaron simultáneamente (123-

126). 

MAVS es una proteína adaptadora que contiene un motivo de interacción 

proteína-proteína en su extremo amino-terminal denominado dominio CARD (caspase  

activator and recruitment domain). RIG-I y Mda5 presentan a su vez dos dominios 

CARD en su extremo amino-terminal. Cuando las helicasas reconocen RNA de doble 

cadena, éstas interaccionan con MAVS a través de los dominios CARD. MAVS 

señaliza a través de los complejos NEMO/TRAF3/TBK1/IKKε por un lado y con el 

IKKα/β y NEMO por otro para activar los factores de transcripción IRF3 y NF-κB, 

respectivamente, e inducir la expresión de citoquinas proinflamatorias e interferón, en 

respuesta a las infecciones víricas (figura  11) (105, 127). 
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Figura 11 . Esquema de la ruta de señalización de los receptores tipo RIG, mostrando los 
factores de transcripción activados por ellos. 
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Inflamasomas o receptores de estrés (receptores tip o NOD o NLRs) 

Los primeros sensores de PAMPs intracelulares en ser descubiertos fueron 

NOD1 y NOD2, miembros de la familia de receptores tipo NOD o NLRs. Hasta el 

momento hay descritos 22 miembros de la familia, muchos de los cuales todavía no 

han sido caracterizados en profundidad, de forma que su papel biológico aún está por 

determinar.  

De los 22 NLRs descritos, hay cinco miembros de la familia NOD (NOD1-5), 14 

miembros de la familia NALP (NALP1-14) y otros tres miembros, las proteínas IPAF, 

NAIP y CIITA. 

De forma general los NLRs  están formados por un dominio CARD (NODs) o un 

dominio PYD (pyrin effector domain, NALPs) en su extremo amino-terminal, un 

dominio llamado NACHT (dominio de oligomerización y unión a nucleótidos), y un 

número variable de repeticiones de leucinas o LRRs (leucin-rich-repeats) en el 

extremo carboxilo-terminal, que reconocen moléculas asociadas a patógenos o daño 

celular (figura 12 ) (105). 

En estado basal la región de LRRs de los NLRs oculta el dominio NACHT 

bloqueando su oligomerización. Los ligandos, que son muy variados (componentes 

bacterianos, RNA, toxinas, ATP o incluso ácido úrico), se unen directa o 

indirectamente a los LRRs y activan la oligomerización de estos sensores. Los NLRs 

activan posteriormente al NF-κB, mediante la proteína RIP2 en el caso de los NODs y 

la caspasa 1 en los otros miembros de NLRs, que induce apoptosis y además procesa 

y activa las citoquinas proinflamatorias IL-1β e IL-18 (128). De esta forma se induce 

una respuesta inflamatoria a la vez que una muerte celular programada por la 

presencia de patógenos y otros tipos de estrés (105).  
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Figura 12 . Esquema de la ruta de señalización de los receptores tipo NOD,  
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8. Los genes regulados por los TLR  

IFNαααα/ββββ 

Los interferones son citoquinas importantes para la respuesta inmunitaria, 

especialmente frente a patógenos intracelulares, como los virus. Son reguladores de la 

respuesta inmunitaria a infecciones virales y bacterias intracelulares, pero también 

pueden ser estimulados por los TLR, de forma que pueden ser activados por un amplio 

espectro de patógenos. Casi todas las células pueden producir interferón, y éste les 

induce inmunidad antiviral, teniendo además efectos antiproliferativos. También se ha 

visto que promueven la diferenciación de células T cooperadoras de tipo 1 (Th1) (129). 

La producción de interferones de tipo I está regulada por los factores de transcripción 

NF-κB, IRFs y AP-1 (30, 130-132). 

TNFαααα 

El TNFα es una citoquina proinflamatoria secretada en respuesta a estímulos 

inflamatorios por múltiples tipos celulares, principalmente macrófagos pero también 

por células linfoides, endoteliales y fibroblastos. Está implicada en la regulación de un 

espectro amplio de procesos biológicos en los que se incluyen proliferación, 

diferenciación, inflamación, tumorogénesis y apoptosis. Se produce en respuesta a 

lipopolisacárido y otros productos bacterianos (vía TLR), y es el responsable, junto con 

otras citoquinas, del choque séptico y la fiebre (133). Según el estímulo que lo active 

(señales de calcio, virus o LPS), la expresión del TNFα está regulada por diversos 

factores de transcripción, entre ellos los NFATc, AP-1 y NF-κB (134-137). 

IL6 

La interleuquina 6 es un regulador de la respuesta inmunitaria innata y adquirida. 

Inicialmente se consideraba un factor estimulador de linfocitos y un activador de las 

respuestas de fase aguda. Pero en los últimos años se ha visto que puede jugar un 

papel estimulador o inhibidor en diferentes fases de las respuestas inflamatorias. De 

esta forma, ante una respuesta inflamatoria inicial, su papel sería inhibitorio (inhibiendo 

TNFα y la presencia de neutrófilos en los tejidos afectados, células de la inmunidad 

innata). Posteriormente su papel sería el de promover, en la región inflamada, el 

reclutamiento de células mononucleadas, monocitos y linfocitos T y B, participando así 

en la transición en la zona afectada de la inmunidad innata a la adquirida (138). La 

expresión de la IL6 está regulada por los factores de transcripción NF-κB y AP-1 (139, 

140). 
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IL12ββββ    

La interleuquina 12 es una citoquina producida principalmente por células 

dendríticas, monocitos y macrófagos por estimulación de los TLR y ejerce una función 

muy importante en la generación y mantenimiento de las funciones efectoras de la 

inmunidad adaptativa, regulando las respuestas de las células T cooperadoras de tipo 

1 (Th1) (141). La expresión de la IL12β está regulada por varios factores de 

transcripción, entre los que destacan el NF-κB, AP-1 e IRF-1 (142-144). 

 

iNOS 

La iNOS (óxido nítrico sintasa inducible o inflamatoria, o NOS2) es un miembro 

de la familia NOS inducible por diversos estímulos tales como ligandos de los TLR, 

TNFα, IL-1β e IFNα/β/γ. Está implicado en reacciones inflamatorias posteriores a 

infecciones, enfermedades o daño tisular, actuando como un enzima que produce 

óxido nítrico (NO), un efector de la inmunidad innata, a través de la conversión de la 

arginina a citrulina. Éste presenta propiedades antibacterianas (inhibe la síntesis de 

DNA bacteriano e induce roturas de doble cadena en el DNA bacteriano) y antivíricas 

(inhibe las proteasas virales encargadas de procesar y madurar los polipéptidos 

víricos). Es importante para reducir la trombosis y mejorar el suministro sanguíneo en 

tejidos dañados, por inducción de vasodilatación (145, 146). La expresión de la iNOS 

se ha descrito que está regulada por los factores de transcripción NF-κB, los STAT, 

AP-1 e IRF-1 (147, 148). 

COX2 

El gen de la ciclooxigenasa 2 (COX2) es inducido por mediadores inflamatorios y 

los TLR. Ayuda en la conversión del ácido araquidónico a la prostaglandina PGE2, un 

mediador inflamatorio importante en la permeabilidad vascular para favorecer la 

migración de células del sistema inmunitario a tejidos dañados. La PGE2 tiene 

propiedades proliferativas y antiapoptóticas que favorecen la reparación tisular (149). 

Modula además la diferenciación, maduración y función de las células dendríticas, 

esenciales en la respuesta inmunitaria adaptativa a las infecciones (150), y también es 

importante, junto con otros factores, para la producción de fiebre (151). Su expresión 

en respuesta a los TLR está regulada por los factores de transcripción NF-κB e IRF-1 

y 2 (152, 153). 
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RANTES 

RANTES (CCL5) es una quimiocina activada en procesos inflamatorios, incluidos 

los TLR. Induce la migración linfocitaria, modula el tráfico de linfocitos T, monocitos y 

células dendríticas, entre otras (154). La expresión de la RANTES está regulada por 

los factores de transcripción NF-κB y AP-1 (155, 156). 
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Al inicio de este proyecto se sabía poco sobre los mecanismos que regulaban al 

NFAT5. Asimismo, se desconocía si el NFAT5 participaba en otros procesos y 

respuestas celulares, además de los descritos hasta el momento, independientes de la 

respuesta a estrés osmótico. De este modo, nuestros objetivos fueron: 

1) Identificar el patrón de proteínas asociado al NFAT5 en condiciones basales y 

en respuesta al estrés osmótico y otros estímulos activadores. 

Algunos de los resultados que obtuvimos sugirieron la posibilidad de que el 

NFAT5 podría ser regulado por moléculas asociadas a patógenos microbianos, lo que 

nos condujo a un segundo objetivo: 

2) Explorar y desarrollar el estudio de la regulación y función del NFAT5 en 

respuesta mediada por receptores de tipo Toll (Toll-like Receptors o TLR), una familia 

de proteínas con un papel esencial en la inmunidad innata. 
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Reactivos . El cloruro sódico (NaCl), Trizma base, EDTA (ácido 

etilendiaminotetraacético), EGTA (ácido etilenglicoltetraacético), pirofosfato sódico 

(NaPPi), ortovanadato sódico (NaOrtovanadate), PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo), 

leupeptina, pepstatina A, DNAsa I, SDS (dodecilo sulfato sódico), urea, tritón X-100 

(TX-100) y CHAPS (3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate) 

fueron de SIGMA. El fluoruro sódico (NaF) y el glutaraldehído de MERCK. La 

aprotinina de ROCHE. El Pam3CSK4 fue de Invivogen (código TLRL-PMS), el pIC 

(ácido poli-inosínico poli-citidílico, catálogo P0913), lipopolisacárido (LPS) (catálogo 

L2880) y el Loxoribine (catálogo 496812) fueron de Sigma y el CpG DNA fue de Hycult 

Biotechnology (catálogo HC4033). 

Cultivo celular . Las células RAW 264.7 se cultivaron en RPMI 1640 (Gibco) excepto 

en los experimentos para medir niveles de nitrito, en los que se usó medio DMEM. El 

resto de células se cultivaron en DMEM. Los medios estaban suplementados con un 

10% de suero fetal bovino (Hyclone), 2 mM de glutamina (Gibco), 50 µM 

β−mercaptoetanol (SIGMA) y 1 mM de piruvato sódico (Gibco).  

Condiciones de lisis para la purificación de proteí nas . Las células fueron 

lavadas con PBS, tripsinizadas y nuevamente lavadas con PBS. Las células se lisaron 

(5x106 células/ml) en diferentes tampones de lisis: 

·Lisis con SDS. 0,5% SDS, Tris pH 7,4 20 mM, EDTA 10 mM, NaPPi 10 mM, NaF 50 

mM, NaOrtovanadato 1,5 mM e inhibidores de proteasas: 2 mM PMSF, leupeptina y 

aprotinina (ambas a 1 µg/ml) y pepstatina A (1 µg/ml). 

·Lisis con TX-100. TX-100 0,5% (volumen/volumen), Hepes pH 7,4 40 mM, NaCl 120 

mM, EDTA 1 mM, NaPPi 10 mM, β-Glicerofosfato 10 mM, DNAsa I 10 mg/ml e 

inhibidores de proteasas (PMSF 1 mM, leupeptina y aprotinina 5 µg/ml y pepstatina A 

1 µg/ml). 

·Lisis con CHAPS. Igual que con TX-100 pero con 0,5% de CHAPS (peso/volumen). 

Condiciones de cross-linking. Para el cross-linking in vivo, las células fueron 

lavadas con PBS e incubadas con DSP (ditiobis-succinimidil propionato, Pierce) en 

PBS durante 30 minutos a 4 ºC. Las cantidades utilizadas fueron 0,1, 0,2 y 0,5 mg/ml 

(a partir de un stock concentrado a 10 mg/ml en DMSO), con las células a una 

concentración de 10x106 células/ml. Después se inactivó el exceso de DSP con Tris 

pH 7,4 0,1 M durante 30 minutos más. Las células se lavaron con PBS nuevamente 

antes de ser lisadas. Para el cross-linking in vitro, las células se lisaron 30 minutos a 4 

ºC en el tampón de lisis a 5x106 células/ml, al cual se le había añadido DSP. Las 
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concentraciones de DSP fueron 0,1, 0,2, y 0,5 mg/ml, las de glutaraldehído (GDA) 1, 5 

y 10 mM. El exceso de DSP o GDA se inactivó con Tris pH 7,4 0,1 M durante 30 

minutos más.  

Construcciones . Myc-NFAT5-GFP, Myc-NFAT5∆Cter-GFP (ND5), DBD5-GFP 

(dominio de unión a DNA del NFAT5) y IDD5-GFP (dominio de dimerización del 

NFAT5), se han descrito previamente (68). Para la expresión de GFP se usó la 

construcción pEGFP-C1 (clontech). Para las construcciones del NFAT5 con epítopos 

HA y Flag en el extremo amino-terminal y carboxilo-terminal el NFAT5 fue clonado en 

el vector pOZ-N y pOZ-C, respectivamente (157). El gen reportero dependiente del 

NFAT5, Ore-luc, se ha descrito previamente (68), el del TNFα-luc fue proporcionado 

por Anjana Rao y descrito previamente (158), el del iNOS-luc fue proporcionado por 

Santiago Lamas (Centro de Investigaciones Biológicas del CSIC, Madrid) el del HIV-

luc se describió previamente (159)  y el del 6κB-Luc fue proporcionado y descrito 

previamente por Pura Muñoz (160). El control de transfección, TK-Renilla, proviene de 

Promega. La GFP-PKN1 y la GFP-PKN1-KD fueron proporcionadas por el Dr Peter 

Parker (161). Para la construcción de PKN1 con epítopos HA y Myc en su extremo 

amino-terminal, se substituyó la GFP por los epítopos respectivos. Brevemente, se 

cortó la construcción GFP-PKN1 y los vectores pCMV-HA y pCMV-Myc (Clontech) con 

los enzimas de restricción SnaBI y XhoI, y se unieron el fragmento corto de la 

digestión del PKN1-GFP con el fragmento largo de los vectores, defosforilados 

previamente con fosfatasa alcalina. Los RNAs interferentes para la GFP, y la lamina 

A/C se han descrito previamente (162) y el del NFAT5 fue proporcionado por Cristina 

López-Rodríguez, y a partir de su vector vacío, el pBSU6, se ha generado el de la 

PKN1, utilizando como diana la secuencia de 21 nucleótidos 5'-GGG AGC TGT TCG 

CCA TCA AGG-3' (secuencia codificante) de la variante 2 (NM_002741) de la PKN1. 

Los oligonucleótidos utilizados para el clonaje fueron: 1a 5’-ggA gCT gTT CgC CAT 

CAA ggA-3’; 1b 5’-AgC TTC CTT gAT ggC gAA CAg CTC C-3’; 2a AgC TTC CTT gAT 

ggC gAA CAg CTC CCT TTT Tg-3’; y 2b 5’-AAT TCA AAA Agg gAg CTg TTC gCC 

ATC AAg gA-3’. Para la primera fase del clonaje, se cortó el vector pBSU6 con ApaI, 

se eliminaron los extremos protuberantes con Klenow y posteriormente se cortó con 

HindIII. Se unió el vector cortado con los oligonucleótidos 1a y 1b (previamente 

incubados para unirse por complementariedad) con una relación molar vector:inserto 

de 1:20 a 1:40. Para la segunda fase del clonaje, se cortó la construcción obtenida en 

la primera fase con los enzimas EcoRI y HindIII y se unió la construcción cortada con 

los oligonucleótidos 2a y 2b (previamente incubados para unirse por 

complementariedad), también con una relación molar vector:inserto de 1:20 a 1:40. 
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Para la unión de los pares de oligonucleótidos, se añadieron 10 µl de los 

oligonucleótidos (250 pmol/µl) a un volumen final de 200 µl con agua bidestilada. Se 

incubaron 5 minutos en un bloque térmico (heat block) a 100 ºC y se dejó enfriar 

gradualmente durante 30-60 minutos hasta alcanzar la temperatura ambiente (la 

concentración final aproximada es de 25 pmol/µl). Para comprobar la inserción de los 

oligonucleótidos en las dos fases de las construcciónes, éstas se cortaron con BamHI 

y XhoI en la primera fase y con HindIII y SacI en la seguna, las digestiones se 

corrieron en un gel de agarosa del 2%, y se comprobó una disminución de la movilidad 

electroforética en las construcciones que incorporaron los oligonucleótidos (376 pb 

frente a 324 pb sin inserto en la primera fase, y 90 pb frente a 70 pb sin inserto en la 

segunda fase). 

Transfectantes estables .  

Transfección de Myc-NFAT5-GFP en HEK-293. Primero se transfectaron los 

plásmidos transitoriamente por fosfato cálcico (163). Brevemente, se añadieron 24  µg 

del plásmido a 500 µl del tampón HBS1X (25 mM HEPES pH 7,1, 50 mM KCl, 140 mM 

NaCl, 6 mM Glucosa y 0,7 mM Na2HPO4), se añadieron 30 µl de CaCl2 2,5 M, se 

mezcló bien y después de 20 minutos a temperatura ambiente se añadió la solución a 

las células (1x106 células con 10 ml de DMEM en placas de cultivo de 10 cm). A las 48 

horas se replaquearon las células a baja confluencia y se añadió el antibiótico de 

selección (G418) a una concentración de 1 mg/ml. Una vez se obtuvieron colonias 

crecidas se procedió a una dilución límite para obtener clones del transfectante 

estable. Los clones resistentes se analizaron por citometría de flujo y Western blot 

para verificar la expresión de la proteína recombinante. 

Transfección de pOZ-N (HA-FLAG-NFAT5) en Phoenix ECO. Las células se 

transfectaron por fosfato cálcico. El vector en el que se clonó el HA-FLAG-NFAT5, el  

pOZN (157), presentaba la proteína recombinante, y a continuación un marcador de 

selección (CD25) que se expresaba conjuntamente mediante un IRES. La selección se 

realizó mediante bolas magnéticas (dynabeads, de Dynal), acopladas a un anticuerpo 

anti-CD25 (hibridoma MAR-108 (164)). Tras varias rondas de selección, las células se 

analizaron para la presencia del marcador de superficie por citometría de flujo y  por 

Western blot para la detección del NFAT5 recombinante, y a continuación se procedió 

a una dilución límite para obtener clones del estable.  

Anticuerpos . Los anticuerpos anti-Myc y anti-HA disponibles en el laboratorio 

provenían de los hibridomas 9E10 y 12CA5, respectivamente. El anti-FLAG M2 era de 

Sigma, y el anti-GFP JL8 de BDBiosciences. El policlonal de conejo anti-NFAT5 
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humano era de Affinity Bioreagents (Goleen, CO, USA, catálogo PA1-023) y reconoce 

el epítopo carboxilo-terminal (DLLVSLQNQGNNLTGSF). El anticuerpo policlonal de 

conejo para el extremo amino-terminal del NFAT5 humano se generó contra los 

aminoácidos 2-177 y el que reconoce el dominio de unión a DNA del NFAT5 humano 

(DBD5) se generó contra los aminoácidos 175-471 (2). El anticuerpo policlonal de 

conejo anti-albúmina humana era de Sigma (A0483)  El anticuerpo de cabra anti-

piruvato quinasa (AB1235) era de Chemicon (Hampshire, UF). Los policlonales de 

conejo anti-IκB-α (C21) y anti-NOS2 (M19) eran de Santa Cruz Biotechnology. Y los 

monoclonales de ratón anti-p38 fosforilado (pT189/pY182), anti-ERK1/2 fosforilado 

(pT202/pY204) y anti-JNK/SAPK fosforilado (pT183/pY185) eran de BD Biosciences. 

El anticuerpo anti-IgG de cabra acoplado a HRP (catálogo P010.60) era de DAKO 

(Glostrup, Denmark) y los anti-IgG de ratón (catálogo NA931V) y conejo (catálogo 

NA934V) acoplados a HRP eran de Amersham (Buckinghamshire, UK). El reactivo de 

quimioluminiscencia (ECL) era de Pierce. 

Inmunoprecipitación y Western blot. Para las inmunoprecipitaciones, se utilizó 

proteína G-Sefarosa (Amersham Biosciences) previamente incubada con los 

anticuerpos, que se añadió al lisado y se incubó hasta el día siguiente. Se realizaron 4 

lavados consecutivos en tampón de lavado (tampón de lisis sin inhibidores de 

proteasas) tras lo cual las bolas de proteína G-sefarosa se hirvieron 5 minutos en 

tampón Laemmli (165) para proceder a la electroforesis desnaturalizante y Western 

blot.  

Para la detección de proteínas por Western blot en la línea RAW 264.7 las 

células se lisaron en tampón de lisis con Tritón-X-100 1%, Hepes pH 7,4 40 mM, NaCl 

120 mM, EDTA 1 mM, NaPPi 10 mM, β-glicerofosfato 10 mM, PMSF 1 mM, 

Leupeptina/Aprotinina 5 µg/ml y Pepstatina A 1 µg/ml. En algunos experimentos se 

utilizó NaF 10 mM y ortovanadato sódico 10 mM. Se cuantificaron los niveles de 

proteína de los lisados con el ensayo de BCA de Pierce (catálogo 23227) para cargar 

la misma cantidad de proteína en los geles de poliacrilamida de SDS.  

Ensayos de elución ácida y con péptido . Para los ensayos de elución ácida se 

utilizó un tampón de Glicina (Glicina 50 mM, Tritón 0,1% y NaCl 150 mM) ajustando el 

pH con HCl 1N. Para la elución con péptido Myc (secuencia H-EQKLISEEDL-NH2), 

durante el día anterior se incubó el lisado celular (5x106 células) con proteína G-

sefarosa unida al anticuerpo anti-Myc. Después de 2 lavados se añadió una curva de 

péptido (0, 1, 10 y 100 µg) en un volumen de 1 ml durante 2-4 horas para eluir la 

proteína unida al anti-Myc. El eluído y una muestra del lisado se resolvieron en geles 
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de poliacrilamida y SDS y se analizó la cantidad de proteína por Western blot. Para la 

elución con péptido HA (secuencia H-YPYDVPDYA-NH2) el procedimiento fue similar, 

con una curva de péptido de 0, 5, 50 y 500 µg/ml.  

Inmunofluorescencia . 5x105 células se plaquearon en placas de 12 pocillos con 

cubreobjetos incubados previamente con colágeno (Sigma, catálogo C8919) a una 

concentración de 0,1 µg/ml en una solución de ácido acético 0,02 N (Sigma) e 

irradiados con luz ultravioleta para esterilizarlos. A las 24 horas las células se 

estimularon y a las 18 horas se procedió a la inmunofluorescencia. Las células se 

fijaron durante 20 minutos en una solución de paraformaldehido al 3% (en tampón 

fosfato pH 7,4, 0,1 M). Posteriormente se permeabilizaron en un tampón de lavado con 

NP-40 al 0,5% (Sigma) en PBS, y se bloquearon con el tampón de bloqueo (10% 

suero fetal bovino, en tampón de lavado) durante 20 minutos. El anticuerpo primario se 

incubó durante 2 horas en tampón de bloqueo (para anti-HA y anti-Myc se utilizó una 

dilución 1:50 de sobrenadante de cultivo de los hibridomas 12CA5 y 9E10, 

respectivamente) y el anticuerpo secundario se incubó durante una hora en tampón de 

bloqueo (anticuerpo de conejo anti IgG de ratón marcado con Cy3, 1:400). Para 

visualizar las muestras se utilizó un microscopio LEICA DMBR. 

Columna de afinidad . Para preparar 1 ml de columna, se incubó 1 ml de Proteína 

G-Sepharosa, previamente lavada con tampón borato pH 9 (200 mM de tetraborato 

sódico decahidrato, de Sigma), con 200 ml de sobrenadante de cultivo del hibridoma 

12CA5 (anti-HA) ó 9E10 (anti-Myc) durante 30 minutos, a temperatura ambiente. La 

columna se lavó nuevamente con tampón borato, y se incubó durante 30 minutos con 

el cross-linker irreversible DMP (dimetil-pimelimidato, Sigma) 20 mM en tampón 

borato. Para inactivar el exceso de DMP la columna se lavó dos veces con una 

solución de Tris 100 mM pH 7,4 y NaCl 100 mM y se dejó incubando en rotación a 4º 

C hasta el día siguiente. La columna se almacenó en PBS en una proporción al 50% 

de columna con un 0,1% de azida sódica a 4 ºC. 

Purificación del NFAT5 a gran escala . Células de Phoenix ECO (parental) o del 

estable con HA-FLAG-NFAT5 se trataron durante 2 horas en medio hipotónico (280 

mOsm/Kg) o hipertónico (500 mOsm/Kg). El medio hipertónico se preparó añadiendo 

100 mM de NaCl al medio de cultivo. Las células se tripsinizaron, lavaron con PBS y 

se lisaron con tampón de lisis con CHAPS junto con la adición de DSP (0,25 mg/ml) a 

una concentración de 5x106 células/ml, durante 30 minutos a 4 ºC. El exceso de cross-

linker se inactivó con 0,1 M de Tris pH 7,4. Posteriormente se añadió DNAsa I 10 

mg/ml final y el lisado se sonicó para acabar de fragmentar los restos celulares. Para 
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eliminar proteínas y complejos susceptibles de causar interacciones inespecíficas, se 

incubó el lisado con una columna de afinidad anti-Myc en rotación a 4 ºC hasta el día 

siguiente. Después, el sobrenadante del lisado se incubó con la columna anti-HA en 

rotación a 4 ºC hasta el día siguiente (lisado de 2,5x106 células/10 µl de columna anti-

HA). La columna se lavó con tampón de lisis con TX-100, se incubó con péptido HA 

(2,5 µg HA/10µl de columna) en tampón de tritón durante 5 horas. Se recogió el eluído, 

se hirvió 5 minutos con tampón Laemmli y se cargó en un gel desnaturalizante de 

poliacrilamida en gradiente del 5 al 20%. 

Tinción de plata y azul de Coomassie de geles de po liacrilamida . Para la 

tinción del Coomassie coloidal se utilizó la tinción GelCode Blue de Pierce (catálogo 

24590) y se siguieron las instrucciónes dadas por el fabricante. Para la tinción de plata 

compatible con espectrometría de masas, se siguieron las instrucciones dadas por el 

grupo de proteómica de la Universidad. Brevemente, se fijó el gel durante un mínimo 

de 3 horas (etanol 40% y ácido acético 10%, en agua bidestilada), se lavó (agua 

bidestilada 5 minutos) y se procedió a la sensibilización (con 10,2 g de acetato sódico 

y 0,45 g de tiosulfato sódico pentahidratado por cada 150 ml, en 30% de etanol) 

durante una hora. Después de varios lavados durante una hora en agua bidestilada se 

añadió la reacción de plata (150 mg de nitrato de plata por cada 150 ml de agua 

bidestilada) durante 30 minutos, se lavó tres veces con agua bidestilada y se añadió la 

solución para resolver (4,5 g de carbonato sódico y 37,5 µl de formaldehído al 37% 

para 150 ml de agua bidestilada) durante 3-5 minutos. Una vez aparecieron las bandas 

de proteína se lavó el gel y se añadió la solución de parada (2,2 g de EDTA para 150 

ml de agua bidestilada). 

Transfección de la línea RAW 264.7 y ensayo de luci ferasa . Las células RAW 

264.7 se transfectaron por electroporación. 10x106 células en 0,4 ml de RPMI por 

cubeta (4 mm, Isogen) se electroporaron en un Gene Pulser II (BIO-RAD) con 20 µg 

de DNA a 320 V y 975 µF, dando una constante de tiempo de 20-22 milisegundos. 

Para los experimentos de genes reporteros, las células se lisaron en tampón de lisis 

(PLB de Promega) a 5x106 células/ml y se midió la actividad luciferasa y renilla en un 

luminómetro (FB12 Berthold). Se añadió 10 µl del lisado a 10 µl del reactivo LAR II 

(Promega) para medir la actividad luciferasa, y a continuación 10 µl del reactivo 

Stop&Glo (Promega) para la actividad Renilla. Para normalizar los puntos, además del 

control de transfección (mediante el gen reportero TK-Renilla), se analizó la viabilidad 

celular midiendo la cantidad de lactato deshidrogenasa (LDH) en el lisado celular, con 

el ensayo "CytoTox 96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay" (Promega, catálogo 
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G1780). A 5-10 µl de lisado se le añadieron 25-50 µl del reactivo de ensayo (substrate 

mix) durante 2-5 minutos hasta observar un color rojo en las muestras. La reacción se 

paró con 25-50 µl de la solución de parada (ácido acético 1 M). Las muestras se 

midieron en un espectrofotómetro a una longitud de onda de 490 nm. 

Obtención y cultivo de células primarias  (esplenocitos, macrófagos peritoneales 

y los BMDM). Para la obtención de esplenocitos, se extrajo el bazo de los ratones, se 

disgregó el tejido con un separador celular con un tamaño de poro de 70 µm (BD 

Falcon, catálogo 352350), y se separaron las células muertas y no leucocitarias por 

sedimentación en gradiente con Lymphoprep (Axis-Shield PoC AS) (166). Para la 

extracción de macrófagos peritoneales, se inyectaron 5 ml de PBS frío en la cavidad 

peritoneal. Tras un minuto se recuperó el PBS con las células peritoneales, se repitió 

el procedimiento y las células recuperadas en PBS se centrifugaron a 4 ºC y se 

plaquearon a 1-2x105 células por pocillo en placas de 96 pocillos (Corning) en 100-200 

µl de DMEM. Para la obtención de macrófagos derivados de médula ósea se 

perfundieron con medio incompleto los fémures y tibias de los ratones con jeringuillas 

de insulina de 1 ml y agujas 25G. Las células se plaquearon en 4 placas no tratadas 

para cultivo celular de 15 cm con 40 ml de medio DMEM, un 70% con medio fresco y 

un 30% de medio condicionado de la línea L929, como fuente de M-CSF. 

Citometría de flujo . 2x105 células se bloquearon 20 minutos con una solución de 

PBS, 3% de suero fetal bovino (FCS) y anticuerpo anti-receptor-FCγ (catálogo 553142 

de BD Biosciences). Después de lavar las células con PBS se incubaron otros 20 

minutos con los anticuerpos para marcadores de superficie indicados en PBS con 3% 

de FCS. Los anticuerpos para marcadores murinos B220-FITC (catálogo 553088), 

CD69-PE (catálogo 55237), CD11b-FITC (catálogo 553310), CD11c-PE (catálogo 

557401) y CD4-PE (catálogo 553048) eran de BD Biosciences. Para los anticuerpos 

se usó 1 µg/106 células. Las poblaciones celulares se determinaron usando el 

citómetro de flujo FACScan (Becton Dickinson). 

RT-QPCR. Los BMDM de ratón se lisaron con en tampón de lisis RLT y se extrajo el 

RNA usando el ensayo RNeasy (catálogo 74104, QIAGEN). Después de comprobar la 

integridad del RNA con un bioanalyzer, se convirtió a DNA complementario con el kit 

de síntesis de cDNA (Invitrogen, catálogo 11904-018). Para la PCR cuantitativa en 

tiempo real, se utilizó una pre-mezcla de SybrGreen (Power SYBRGreen PCR master 

mix, catálogo 4367659, Applied Biosystems) y el aparato ABI7900HT (Applied 

Biosystems), siguiendo las instrucciones proporcionadas por el fabricante. La 

secuencia de los cebadores utilizados está descrita más adelante. 
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ELISA . Las citoquinas secretadas al medio se midieron por ELISA. Se midieron el 

TNFα (Pharmingen, catálogo 555268 para la RAW 264.7 y R&D, catálogo DY410 para 

los BMDM), IL6 e IL12β (R&D, catálogo IL6 DY406 e IL12β DY2398). 

Medida de los niveles de nitrito . El sobrenadante de células cultivadas en DMEM 

se analizó mediante el ensayo de Griess de cuantificación de nitrito (Molecular Probes, 

catálogo G7921). En placas de 96 pocillos se añadieron 50 µl de medio, 90 µl de agua 

bidestilada y 10 µl de la mezcla de reactivo A + B del ensayo. Tras 30 minutos de 

reacción las muestras se midieron en un espectrofotómetro a 550 nm. 

Inmunoprecipitación de cromatina . Para la detección del NFAT5 unido al 

promotor del gen iNOS se realizaron experimentos de inmunoprecipitación de 

cromatina, basados en el protocolo de Abcam con modificaciones. Los BMDM en 

placas de 15 cm de bacterias (20 ml) se fijaron con formaldehído (0,75% final) durante 

10 minutos a temperatura ambiente. El exceso de cross-linker se inactivó con 3 ml de 

glicina 2,5 M durante 5 minutos. Después de lavar con PBS frío se recogieron las 

células en PBS con PMSF 1 mM con recogedores celulares (scrapers, Costar catálogo 

3010). Las células se lisaron con 0,75 ml de tampón de lisis por placa (HEPES-KOH 

50 mM pH 7,5, NaCl 140 mM, EDTA 1 mM pH 8, TX-100 1%, deoxicolato sódico 0,1%, 

SDS 0,1%, PMSF 1 mM, leupeptina/aprotinina 5 µg/ml y pepstatina A 1 µg/ml) durante 

30 minutos en hielo. A continuación el lisado se sonicó (sonicador Branson modelo 

250, Branson Sonic Power, Danbury, CT) durante cinco ciclos de 10 segundos con 

frecuencia constante e intensidad 4, para obtener fragmentos de DNA de entre 500-

1000 pares de bases. Después de centrifugar la muestra se apartó un 5% para 

comprobar el tamaño del DNA sonicado y como control de carga. El resto se diluyó 

diez veces con tampón de dilución (TX-100 1%, EDTA 2 mM pH 8, NaCl 150 mM, Tris-

HCl 20 mM pH 8, PMSF 1 mM, leupeptina/aprotinina 5 µg/ml y pepstatina A 1 µg/ml). 

Se realizaron dos pre-aclaramientos de la muestra con bolas de proteína A-sefarosa 

(catálogo 17-0780-01 de Amersham), preabsorbidas previamente con DNA de 

esperma de salmón, (catálogo 11 467 140 001 de Roche) 1 hora a 4º C en agitación. 

Posteriormente se añadieron 3 µg de anticuerpo anti-NFAT5 o anti-albúmina humana 

(Sigma A0483)  o suero preinmune (de los conejos de los que procedían los 

anticuerpos utilizados) en agitación a 4º C hasta el día siguiente. Se añadieron 

después bolas de proteína A-sefarosa 1 hora a 4º C en agitación. Finalmente se 

lavaron las bolas 3 veces con tampón de lavado (SDS 0,1%, TX-100 1%, EDTA 2 mM 

pH 8, NaCl 150 mM y Tris-HCl 20 mM pH 8) y una vez con tampón de lavado final 

(SDS 0,1%, TX-100 1%, EDTA 2 mM pH 8, NaCl 500 mM y Tris-HCl 20 mM pH 8). 
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Para eluir el DNA de las bolas, éstas se incubaron con tampón de elución (SDS 1% y 

NaHCO3 100 mM) durante 15 minutos a temperatura ambiente en agitación. La 

reversión del cross-linking tanto de la muestra final como del input (5% de la muestra 

apartada inicialmente como control de carga) se realizó añadiendo 2µl de RNAsa libre 

de DNAsa (catálogo 11 119 915 001 de Roche) y calentando la muestra 4-5 horas a 

65º C en un tampón con SDS 1% y bicarbonato sódico 100 mM. El DNA se purificó 

con el ensayo de purificación de los productos de PCR (catálogo 28104, QIAGEN).  

Diseño de los cebadores . Los cebadores utilizados para la PCR cuantitativa en 

tiempo real fueron: 

1) Expresión de genes (mRNA): 

L32 

FORWARD: 5’ ACC AgT CAg ACC gAT ATg Tg 3’ (20nt, 50% GCs) 

REVERSE: 5’ ATT gTg gAC CAg gAA CTT gC 3’ (20nt, 50% GCs) 

Fragmento amplificado: 176 pares de bases 

NFAT5 

FORWARD: 5’ CAg CCA AAA ggg AAC Tgg Ag 3’ (20nt, 50% GCs) 

REVERSE: 5’ gAA AgC CTT gCT gTg TTC Tg 3’ (20nt, 50% GCs) 

Fragmento amplificado: 173 pares de bases 

TNFα 

FORWARD:  5’ TCg TAg CAA ACC ACC AAg Tg 3’ (20nt, 50% GCs). 

REVERSE:  5’ ggA gTA gAC AAg gTA CAA CC   3’ (20nt, 50% GCs). 

Fragmento amplificado: 134 pares de bases. 

IL6 

FORWARD: 5’ gAA gTT CCT CTC TgC AAg Ag 3’ (20nt, 50% GCs). 

REVERSE: 5’ ggT ATA gAC Agg TCT gTT gg 3’ (20nt, 50% GCs). 

Fragmento amplificado: 139 pares de bases. 

IL12β 

FORWARD: 5’ AgA TgA Agg AgA CAg Agg Ag 3’ (20nt, 50% GCs). 

REVERSE: 5’ ACT TgC TgC ACg Agg AAT Tg 3’ (20nt, 50% GCs). 
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Fragmento amplificado: 138 pares de bases. 

RANTES 

FORWARD: 5’ TTC TAC ACC AgC AgC AAg Tg 3’ (20nt, 50% GCs). 

REVERSE: 5’ CTC TAT CCT AgC TCA TCT CC 3’ (20nt, 50% GCs). 

Fragmento amplificado: 133 pares de bases. 

iNOS 

FORWARD: 5’ TCA TgA CAT CgA CCA gAA gC 3’ (20nt, 50% GCs). 

REVERSE: 5’ ggA CAT CAA Agg TCT CAC Ag 3’ (20nt, 50% GCs). 

Fragmento amplificado: 146 pares de bases. 

COX2 

FORWARD: 5’ TCT CCA ACC TCT CCT ACT AC 3’ (20nt, 50% GCs). 

REVERSE: 5’ ACT CTC TCC gTA gAA gAA CC 3’ (20nt, 50% GCs). 

Fragmento amplificado: 135 pares de bases. 

2) ChIP (promotores): 

pIL6upstream 

FORWARD: 5’ AgA TAg CCA AgA gAC CAC Tg 3’ (20nt, 50% GCs). 

REVERSE: 5’ TgT gCA gTT gTT TCC Agg Ag 3’ (20nt, 50% GCs). 

Fragmento amplificado: 138 pares de bases. 

pIL6downstream 

FORWARD: 5’ ATg CTC AAg TgC TgA gTC AC 3’ (20nt, 50% GCs). 

REVERSE: 5’ gAT TgC ACA ATg TgA CgT Cg 3’ (20nt, 50% GCs). 

Fragmento amplificado: 143 pares de bases. 

piNOS 

FORWARD: 5’ TCC ATg CCA TgT gTg AAT gC 3’ (20nt, 50% GCs). 

REVERSE: 5’ AgC CTg gTC TAC AgA gTA Ag 3’ (20nt, 50% GCs). 

Fragmento amplificado: 136 pares de bases. 

Exón 5 del NFAT5 (control negativo):  

FORWARD: 5’ gCg AgA TgA TgT CAC TTC Ag 3’ (20nt, 50% GCs). 
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REVERSE: 5’ gTg gAA gTT TgA CTg Tgg AC 3’ (20nt, 50% GCs). 

Fragmento amplificado: 169 pares de bases. 

 

Producción de citoquinas in vivo. Se inyectó LPS (5 µg/g ratón) intraperitoneal y 

al cabo de 60 minutos se extrajo sangre de los ratones por sangrado de la cola, se 

aisló el suero y se midieron los niveles de citoquinas por ELISA. 
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Problemática de la identificación de proteínas asoc iadas al 

NFAT5 

El objetivo inicial de nuestro proyecto fue identificar el patrón de proteínas 

asociadas al NFAT5 como estrategia para caracterizar mecanismos de regulación de 

este factor de transcripción. 

A la hora de diseñar un abordaje que permita identificar el patrón de proteínas 

asociadas al NFAT5 hemos tenido en cuenta distintas observaciones: 

1) Los dominios del NFAT5 (amino-terminal, dominio de unión a DNA y carboxilo-

terminal) por si sólos no reproducen la regulación de la proteína completa (68). En este 

sentido, el dominio de unión a DNA necesita de la región carboxilo-terminal para 

activar la transcripcion de genes diana. Por otra parte, la región carboxilo-terminal 

necesita ser dimérica para funcionar. Estas observaciones indican que hemos de 

utilizar la forma del NFAT5 completa para aislar proteínas asociadas ya que usando 

fragmentos de la misma se podrían perder interacciones relevantes o identificar 

interacciones artefactuales. 

2) El NFAT5 es específico de vertebrados (66). Además, se desconocen los 

mecanismos postraduccionales que regulan este factor. Por tanto, abordajes como el 

doble híbrido en levaduras o purificar por afinidad usando el NFAT5 recombinante 

producido en bacterias, levaduras o células de insecto acarrea la incógnita importante 

de que el entorno celular de los organismos utilizados no reproduzca modificaciones 

postraduccionales relevantes en la regulación del NFAT5 en células de mamífero.  

Por estas consideraciones optamos por purificar el NFAT5, y sus proteínas 

asociadas, directamente de células de mamífero en condiciones bien establecidas de 

reposo y activación de este factor (condiciones isotónicas e hipertónicas). 
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1. Estrategia de purificación de proteínas asociada s al NFAT5  

Para purificar el complejo de proteínas asociado al NFAT5 y determinar la 

composición del mismo seguimos la estrategia resumida en el esquema 1 , que 

consistió en: 

1) Obtención de líneas transfectantes estables que expresaran el NFAT5 

fusionado a epítopos y caracterización de estas líneas para determinar el 

comportamiento del NFAT5 transfectado respecto al endógeno. 

2) Puesta a punto de las condiciones de estabilización de complejos 

multiproteicos mediante cross-linkers y métodos de lisis para maximizar la extracción 

de complejos del NFAT5. 

3) Preparación y validación de la columna de afinidad y los métodos específicos 

de elución de los complejos purificados. 

4) Tinción de los geles desnaturalizantes de poliacrilamida utilizados para la 

resolución y separación de las proteínas asociadas. 

5) Caracterización de las bandas específicamente purificadas por espectrometría 

de masas por MALDI-TOF o por LC-MS-MS. 
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Esquema 1 . Estrategia de purificación de proteínas asociadas al NFAT5. 
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2. Optimización de las condiciones de copurificació n de 

proteínas asociadas al NFAT5 a pequeña escala  

En la purificación de proteínas asociadas al NFAT5 empleamos agentes 

entrecruzantes (cross-linkers) con el fin de que permitieran mantener la máxima 

proporción de complejos y fueran a su vez compatibles con métodos de purificación 

por columna de afinidad. 

Se probaron diferentes métodos de lisis, utilizando detergentes / agentes 

desnaturalizantes fuertes (SDS, UREA) y detergentes suaves (TX-100, CHAPS) así 

como métodos de lisis mecánica (DOUNCE).  

Para estabilizar los complejos moleculares en los que forma parte el NFAT5, 

usamos cross-linkers. Éstos se emplean de modo rutinario en inmunoprecipitaciones 

de cromatina (ChIP) para encontrar interacciones entre factores de transcripción, 

histonas y el DNA (167). Sin embargo, también se ha descrito su utilización para 

facilitar la identificación de interacciones moleculares débiles (168-170).  

Los cross-linkers son compuestos químicos cuyos extremos presentan grupos 

reactivos capaces de unirse covalentemente a diversas cadenas laterales de los 

aminoácidos. Se distinguen y clasifican por su selectividad con los grupos reactivos, 

por la repetición o no de sus grupos reactivos a cada extremo (homo o 

heterobifuncionales, respectivamente), por la longitud de su brazo espaciador que 

separa los grupos reactivos, por su solubilidad, por su permeabilidad a través de 

membranas celulares y por su reversibilidad de unión (una buena fuente de 

información se puede encontrar en la página web de la casa comercial Pierce, 

www.piercenet.com). 

 El uso del cross-linker puede ser in vitro, siendo añadido después de lisar las 

células, o in vivo, en el que éste se incuba con las células antes de lisarlas. Ambos 

métodos presentan ventajas e inconvenientes. El método in vivo permite estabilizar los 

complejos tal y como se presentan dentro de la célula, en su estado funcional. Es 

esperable la obtención de una mayor proporción de complejos nativos. Sin embargo la 

estabilización in vivo de complejos disminuye el rendimiento de la extracción de 

proteína y la recuperación global de los complejos es menor. La adición del cross-

linker en el lisado estabiliza los complejos una vez son liberados al lisar las células. De 

esta forma es posible perder interacciones más débiles, pero la recuperación de 

proteína se incrementa. Es por ello que en el método in vivo se utilizan métodos de 

lisis fuertes (SDS o UREA), mientras que se opta por métodos más suaves (TX-100, 

CHAPS o DOUNCE) en el cross-linking es después de la lisis. 
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El cross-linker escogido en nuestra estrategia fue el ditiobis-

succinimidilpropionato (reactivo de Lomant) o DSP. Éste es un compuesto permeable 

a la membrana, homobifuncional, es decir, con dos grupos reactivos equivalentes a 

ambos lados de la molécula, con capacidad de unión covalente a grupos amino 

distantes entre si de unos 12 Å (principalmente lisinas).  Este cross-linker es reversible 

ya que contiene un puente disulfuro que puede romperse con agentes reductores 

(ditiotreitol y β-mercaptoetanol).  

También evaluamos otros cross-linkers más generales, como el glutaraldehído y 

el formaldehído, que forman puentes covalentes entre aminoácidos separados por 

distancias más cortas aunque de forma más inespecífica, y cuya unión es irreversible. 

Con estos agentes comprobamos si éramos capaces de estabilizar un mayor número 

de complejos que con el DSP. 

Los ensayos de puesta a punto se realizaron principalmente en células HEK293T 

transfectadas transitoriamente (mediante el método del fosfato cálcico, ver materiales 

y métodos) con las construcciones Myc-NFAT5-GFP y Myc-NFAT5-∆Cter-GFP 

(deleción del domino carboxilo-terminal del NFAT5, también denominada ND5) (2). 

Para evaluar la especificidad del cross-linking, también se utilizaron las construcciones 

Myc-GFP (los dos epítopos utilizados en la construcción del NFAT5), DD5-GFP 

(dominio de dimerización del NFAT5) y DBD5-GFP (dominio de unión al DNA del 

NFAT5). Si el cross-linking es específico, deberíamos esperar que la construcción de 

Myc-GFP por sí sola no formara complejos ya que esta proteína no interacciona con 

otras proteínas de mamífero. Sin embargo las construcciones más pequeñas del 

NFAT5, que contienen el dominio de dimerización, deberían interaccionar con el 

NFAT5 completo para formar heterodímeros entre sí de diferentes tamaños. La figura  

13 muestra una representación esquemática de estas construcciones.  
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Figura 13 . Representación esquemática de las construcciones del NFAT5 con sus 
epítopos utilizadas. Se muestra la longitud aproximada de aminoácidos (aa) de la región amino-
terminal (N-ter) el dominio de unión a DNA (DBD5) y la región carboxilo-terminal (C-ter). DNA, 
región de unión al DNA; DD, domino de dimerización). DD5, dominio de dimerización del 
NFAT5. GFP, proteína verde fluorescente. Myc, HA y FLAG, epítopos utilizados comúnmente 
en la construcción de proteínas para facilitar su reconocimiento mediante anticuerpos 
específicos. 

 

En nuestros primeros experimentos empezamos evaluando la capacidad que 

tienen diversos métodos de lisis con diferentes concentraciones de DSP. Para 

determinar la eficacia del cross-linker comprobamos el retraso en la movilidad 

electroforética del NFAT5 mediante su visualización por la técnica del Western blot. 

Así, el NFAT5 en su forma monomérica migra con un tamaño aparente de unos 

200 KDa (110 KDa para la construcción que carece del dominio carboxilo-terminal, 

NFAT5∆Cter, fusionado a la GFP). Añadiendo cross-linkers en el lisado, se debería ver 

al menos la aparición del complejo dimérico, con una movilidad electroforética menor, 

de unos 400 KDa (200 KDa para la construcción carente del carboxilo-terminal). 
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 Como muestra la figura  14A-B , utilizando concentraciones crecientes del cross-

linker aumenta la proporción de complejos del NFAT5, a la vez que disminuye la de la 

proteína monomérica. Para ver estos complejos tuvimos que transferir no solamente el 

gel separador sino también el gel apilador (stacking).  

 

 

Figura 14A. Cross-linking del NFAT5 . Células HEK293T se transfectaron con la 
construcción Myc-NFAT5∆Cter-GFP y se lisaron con cross-linking in vivo (DSP antes de lisis 
con SDS), o in vitro (DSP junto con lisis con TX-100), con diferentes concentraciones de DSP 
(ver materiales y métodos). Las proteínas se resolvieron en geles de poliacrilamida de SDS y 
se procedió a la visualización del NFAT5 mediante Western blot con un anticuerpo monoclonal 
anti-Myc. Se muestran dos exposiciones, una corta y una larga, para comprobar las diferencias 
entre los dos métodos de cross-linking. 
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Cuando el cross-linking era in vivo, lisando con SDS después de añadir DSP, se 

apreció una mayor proporción de complejos de tamaño superior al dímero del NFAT5, 

que son detectables en el gel apilador, mientras que cuando el DSP se añadió al 

lisado, se consiguió una menor proporción de complejos de alto peso molecular.  

También evaluamos la capacidad de otros cross-linkers como el glutaraldehído 

(GDA) y el formaldehído (FA) para estabilizar complejos del NFAT5, (figura  14C). 

Estos experimentos se realizaron añadiendo el cross-linker al lisado hecho con el 

detergente CHAPS. Como muestra la figura  14B tanto el glutaraldehído como el DSP 

son capaces de estabilizar complejos del NFAT5 de alto peso molecular, mientras que 

el formaldehído fue incapaz de estabilizar los complejos del NFAT5.  

 

 

Figura 14B. Cross-linking del NFAT5 . Células Phoenix se transfectaron con Myc-
NFAT5∆Cter-GFP, se lisaron con CHAPS añadiendo el cross-linker en el lisado (cross-linking in 
vitro).  
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Figura 14C. Cross-linking del NFAT5 . Estructura de los cross-linkers utilizados.  

Para asegurarnos que el cross-linking afectaba a interacciones específicas, co-

transfectamos construcciones del NFAT5 de diferentes tamaños esperando obervar la 

formación de heterodímeros. Con las construcciones de NFAT5∆Cter se forman 

complejos diméricos además de complejos de mayor tamaño. Sin embargo, con 

NFAT5∆Cter más DD5 (dominio de dimerización) o DBD5 (dominio de unión al DNA) 

se forman otros complejos que corresponden a los heterodímeros de las dos 

construcciones, siendo menor la proporción de los homodímeros con NFAT5∆Cter, 

mostrando así que las interacciones que el cross-linker estabiliza son específicas (ver 

figura 15A  para una representación esquemática y las figuras  15B y C). 
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Figura 15A . Figura esquemática de las bandas esperadas transfectando diversas 
construcciones del NFAT5, lisando con CHAPS y DSP y detectando la construcción con el 
dominio carboxilo-terminal delecionado, por Western blot con anticuerpos anti-Myc. 

 

Las construcciones del NFAT5 que utilizamos para los ensayos presentaban 

epítopos Myc (6 copias, en posición amino-terminal) y/o GFP (una copia, en posición 

carboxilo-terminal). Para descartar que la estabilización de los complejos del NFAT5 

mediante cross-linkers se produjera a través de los epítopos, comprobamos que éstos, 

por si solos, no formaban complejos, como muestran los carriles de la proteína 

quimérica Myc-GFP en la figura  15B.  

 

 

 

Figura 15B . El cross-linking del NFAT5 es específico . Células Phoenix se 
transfectaron con las construcciones Myc-GFP o Myc-NFAT5∆Cter-GFP junto con GFP o DD5-
GFP. En estos experimentos se utilizó cross-linking in vitro en lisados con CHAPS. Las figuras 
muestran Western blot con anti-Myc. Se puede observar la aparición de heterodímeros 
formados por NFAT5∆Cter y DD5, con una movilidad electroforética mayor que el homodímero 
de NFAT5∆Cter. 
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Figura 15C . El cross-linking del NFAT5 es específico . Experimento realizado como en 
la figura 3A pero cotransfectando Myc-NFAT5∆Cter-GFP con GFP o DBD5-GFP. Se puede 
comprobar que los heterodímeros formados por NFAT5∆Cter y DBD5 presentan una movilidad 
electroforética menor que los formados por NFAT5∆Cter con el dominio DD5 (figura 3A) (la 
construcción de DBD5 es mayor que la de DD5). 

 

La construcción del NFAT5 que utilizamos para validar las condiciones fue la que 

carece del dominio carboxilo-terminal (NFAT5∆Cter), porque su menor tamaño permite 

apreciar mejor los complejos formados. Como muestra la figura  15D, la forma 

completa del NFAT5 también fue capaz de formar complejos de elevado peso 

molecular en las condiciones anteriormente mencionadas. 
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Figura 15D . El cross-linking del NFAT5 es específico . Experimento realizado en 
cross-linking con DSP en lisis con CHAPS en células transfectadas con las construcciones 
Myc-GFP o Myc-NFAT5-GFP. 

 

El siguiente objetivo fue comprobar que las condiciones de cross-linking y lisis 

seleccionadas eran compatibles con la inmunoprecipitación de los complejos, 

mediante anticuerpos que reconocieran los epítopos fusionados al NFAT5. 

Como muestra la figura  16A, las construcciones del NFAT5 con epítopos Myc 

podían de ser inmunoprecipitadas tras cross-linking con DSP en lisados con CHAPS.  
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Figura 16A . El epítopo Myc es compatible con cross-linking. Inmunoprecipitación y 
Western blot anti-Myc de células Phoenix transfectadas con la construcción Myc-NFAT5∆Cter-
GFP, con cross-linking con DSP en lisados con CHAPS. N.S. Anticuerpo no específico (anti-
HA). 

 

En cuanto a las construcciones del NFAT5 con epítopos HA y FLAG observamos 

cómo el epítopo HA sólo era reconocible por los anticuerpos cuando estaba dispuesto 

en el extremo amino-terminal, mientras que el epítopo FLAG fue reconocible 

independientemente de su posición, pero sólo en ausencia de cross-linking (en el 

epítopo FLAG hay una lisina, susceptible de ser modificada covalentemente por el 

DSP) (figura 16B ). Así, para estas últimas construcciones, nuestro método de 

purificación de proteínas asociadas al NFAT5 fue compatible sólo con la utilización del 

NFAT5 fusionado al epítopo HA en el extremo amino-terminal. 
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Figura 16B . El epítopo HA es compatible con cross-linking . Western blot con 
anticuerpos anti-HA o anti-FLAG de células Phoenix transfectadas con HA-FLAG-NFAT5 o 
NFAT5-HA-FLAG, tras cross-linking con DSP y lisis con CHAPS.  
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3. Obtención y caracterización de líneas transfecta ntes  

estables que expresan el NFAT5  

Para poder purificar complejos asociados al NFAT5 a gran escala era necesario 

disponer de líneas celulares que expresaran de forma estable una forma del NFAT5 

unida a epítopos. Decidimos generar líneas celulares estables en la línea de células T 

Jurkat y en HEK293T que expresaran la construcción Myc-NFAT5-GFP y HA-FLAG-

NFAT5 (ver materiales y métodos). 

En la línea Jurkat no fuimos capaces de obtener estables de estas 

construcciones. Finalmente, obtuvimos transfectantes estables en dos líneas: 

HEK293T con la construcción Myc-NFAT5-GFP y Phoenix (derivada de la HEK293T) 

con la construcción HA-FLAG-NFAT5. 

Verificamos los niveles de expresión del NFAT5 en las dos líneas. En la figura  

17A se puede observar que la línea estable en HEK293T expresa unos niveles de 

Myc-NFAT5-GFP comparables a los del NFAT5 endógeno (panel inferior), mientras 

que la línea en Phoenix expresa unos niveles de HA-FLAG-NFAT5 tres o cuatro veces 

mayores. 

 

 

Figura 17A . Líneas estables del NFAT5 . Western blot de transfectantes estables con 
Myc-NFAT5-GFP, y HA-FLAG-NFAT5, respectivamente (*), y células no transfectadas. 
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Sin embargo, en respuesta a estrés osmótico, los niveles del NFAT5 endógeno 

en el estable de HEK293T aumentan de 3 a 10 veces, mientras que los del 

recombinante se mantienen (figura 17B ). En el estable de Phoenix, los niveles del 

NFAT5 endógeno aumentan en respuesta a estrés osmótico (figura  17C).  

Estos resultados muestran que los niveles de expresión de las proteínas 

transfectadas son comparables a los del NFAT5 endógeno, disminuyendo la 

posibilidad de artefactos de interacción debidos a sobreexpresión de los transfectantes 

(171). 

 

Figura 17B . Líneas estables del NFAT5 . Western blot anti-NFAT5 de células HEK293T 
tratadas o no con un estímulo hipertónico (NaCl 100 mM, 2 horas). 

 

 

Figura 17C . Líneas estables del NFAT5 . Western blot anti-HA de la línea estable en 
Phoenix estimulada a diferentes tiempos con NaCl 100 mM (panel superior), y Western blot 
anti-NFAT5 de la línea parental Phoenix estimulada 2 horas con diferentes concentraciones de 
NaCl (panel inferior). 
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Nuestra siguiente comprobación fue verificar la capacidad de las líneas estables 

de responder a hipertonicidad, tal y como ocurre con la proteína nativa. En la figura  

17D se muestra una inmunofluorescencia para el reconocimiento del NFAT5 en las 

dos líneas estables sometidas a condiciones hipotónicas e hipertónicas. Mientras que 

en medio hipotónico el NFAT5 se mantiene mayoritariamente citoplásmico, un 

estímulo hipertónico induce su acumulación en el núcleo. 

 

 

Figura 17D . Líneas estables del NFAT5 . Inmunofluorescencia del NFAT5 en las dos 
líneas estables obtenidas, en condiciones hipotónicas (280 mOsm/Kg) o hipertónicas (480 
mOsm/Kg con NaCl 100 mM durante 2 horas). 
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4. Inmunoprecipitación de las líneas estables y mét odos de 

elución  

A partir de las dos líneas estables obtenidas, hicimos ensayos de 

inmunoprecipitación y de elución del NFAT5. Disponíamos en nuestro laboratorio de 

anticuerpos monoclonales anti-Myc y anti-HA, así como de los péptidos sintéticos con 

la secuencia de los epítopos. 

Las figuras  18A y 18B muestran la inmunoprecipitación del NFAT5 con el 

anticuerpo anti-Myc en la línea estable de HEK293T (Myc-NFAT5-GFP) en 

condiciones de cross-linking in vitro con DSP tras lisis con CHAPS. Sin embargo, el 

péptido Myc, como método de elución, no fue capaz de competir la interacción 

epítopo-anticuerpo, debido probablemente a la naturaleza de la construcción (seis 

copias de Myc en tándem pueden presentar una avidez muy elevada por el 

anticuerpo). Sin embargo, la interacción entre el epítopo Myc fusionado al NFAT5 y el 

anticuerpo se disociaba en un tampón de elución a pH 2. 
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Figura 18A-B . Prueba de elución de las líneas estables del NFAT5 . 
Inmunoprecipitación con anti-Myc en lisados de la línea estable HEK293T Myc-NFAT5-GFP y 
elución a diferentes concentraciones de péptido Myc (A), o a diferentes pH (B). Las células 
fueron lisadas con CHAPS, con o sin DSP.  

 

Comprobamos también la capacidad de inmunoprecipitación y elución con 

péptido de la otra línea estable, con HA-FLAG-NFAT5 en Phoenix. Como muestra la 

figura  18C, el anticuerpo anti-HA inmunoprecipita la proteína en lisados con CHAPS 

tratados con DSP y el NFAT5 inmunoprecipitado se puede eluir con péptido HA. 
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Figura 18C . Prueba de elución de las líneas estables del NFAT5 . Inmunoprecipitación 
anti-HA de la línea estable Phoenix HA-FLAG-NFAT5 y elución a diferentes concentraciones de 
péptido HA. Se muestra una exposición corta (panel superior) y larga (panel inferior) para 
mostrar la proteína eluida en el sobrenadante (SN) ya que las muestras de SN estaban 6 veces 
más diluidas que las de los inmunoprecipitados (IP). 

 

Una vez caracterizadas las dos líneas, decidimos utilizar la línea Phoenix HA-

FLAG-NFAT5, para la purificación a gran escala ya que la inmunoprecipitación de la 

construcción es compatible con el DSP y el inmunoprecipitado se puede eluir con 

péptido. 
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5. Obtención de la columna de afinidad anti-HA  

Previamente comparamos una columna comercial acoplada al anticuerpo anti-HA 

(Roche) con una columna acoplada no covalentemente al anti-HA disponible en 

nuestro laboratorio (hibridoma 12CA5), y comprobamos que la columna comercial 

tenía menor capacidad de inmunoprecipitación (datos no mostrados). 

Decidimos entonces acoplar covalentemente nuestro anticuerpo anti-HA a una 

matriz de proteína G-Sefarosa mediante un cross-linker irreversible, el dimetil-

pimelimidato o DMP (ver materiales y métodos). En la figura  19 se muestra que esta 

matriz es capaz de capturar el NFAT5 recombinante, en lisados tratados con DSP, y 

que esta interacción es reversible por el péptido HA de forma dependiente de dosis.  

 

 

Figura 19 . Prueba de la columna de anticuerpo anti-HA . Inmunoprecipitación con la 
columna de anti-HA de la línea estable Phoenix HA-FLAG-NFAT5, incluyendo elución con 
péptido HA. Cada carril corresponde a 10 µl de la matriz anti-HA y 5x106 células del estable. 
Las células fueron lisadas con CHAPS, con o sin cross-linking in vitro con DSP. Se muestran 
tiempos de exposición corta (paneles de la izquierda) y larga (paneles de la derecha). 
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6. Purificación a gran escala de complejos asociado s al NFAT5 

y análisis por espectrometría de masas  

A partir de las condiciones optimizadas en los apartados anteriores, procedimos 

a la purificación a gran escala del NFAT5 y proteínas asociadas. A lo largo de un año 

se realizaron cinco experimentos independientes, con cantidades crecientes de células 

desde 108 células hasta 5x108 células. Cada experimento incluyó un control en 

paralelo con el mismo número de células de la línea parental no transfectante, para 

determinar el patrón de bandas inespecíficas asociadas a la columna de anti-HA y 

eluídas con el péptido HA. De los cinco experimentos conseguimos material apto para 

su análisis por proteómica en tres de ellos. 

En los dos primeros, de 1x108 y 2x108 células respectivamente, sólo se realizó la 

purificación del NFAT5 de células no estimuladas (cultivadas en condiciones 

hipotónicas a 280 mOsm/Kg) (figura  20A y 20B). Los complejos del NFAT5 y 

proteínas asociadas coprecipitadas se resolvieron en geles de SDS-poliacrilamida en 

gradiente del 5 al 20% y en condiciones reductoras para disociar los complejos 

estabilizados por el cross-linker DSP. Los geles se tiñeron con una solución de plata 

compatible con espectrometría de masas y aquellas porciones del gel que contenían 

bandas visibles se escindieron y procesaron para su análisis.  
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Figura 20A y 20B. Purificación a gran escala de los  complejos asociados al NFAT5 . 
Purificación con 1x108 células (A) y 2x108 células (B) de la línea estable HA-FLAG-NFAT5 y la 
parental como control. Los números indican las proteínas identificadas por espectrometría de 
masas (MALDI-TOF): 1) El NFAT5, identificado en las dos purificaciones (control positivo); 2) 
La HSP70.1, identificada en B; 3) La β-actina, identificada en A y B; 4) Identificación parcial no 
significativa, ver texto principal.  

El análisis de las proteínas se realizó por peptide mass fingerprint o PMF, (172) 

mediante espectrometría de masas MALDI-TOF. La técnica del PMF consiste en 

proteolizar la banda de proteína obtenida con una proteasa conocida (en este caso la 

tripsina).  

La proteasa, que reconoce una diana específica, corta la proteína por diversos 

sitios determinados por su secuencia, formándose un conjunto de péptidos cuyo 

tamaño o peso será único para esa proteína. El patrón de masas peptídicas obtenidas 

en la digestión se compara con una base de datos que presenta el patrón de digestión 

proteica de todas las proteínas conocidas (y también el patrón predicho para proteínas 

sin caracterizar) y mediante un programa de análisis estadístico se determinará la 

probabilidad de que nuestro patrón de masas sea una proteína determinada u otra. 
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En el primer experimento, de las 7 bandas específicas que se observaron 

respecto al control se pudieron obtener péptidos de dos de ellas, y se identificaron el 

NFAT5 (nuestro control positivo), y la proteína de citoesqueleto β-actina (figura  20A). 

En el segundo experimento, al partir del doble de células, se pudieron observar al 

menos 17 bandas específicas respecto al control, incluyendo en ellas las 7 bandas de 

la primera purificación (en la figura sólo se han señalado las más evidentes). Sólo se 

obtuvieron péptidos con identificación estadísticamente significativa en tres bandas: el 

NFAT5 (como control positivo), la β-actina (esta banda resultó ser inespecífica) y la 

chaperona HSP70.1 (figura  20B).  

También se obtuvieron masas de péptidos de varias de las bandas detectadas 

en el gel, aunque no fue posible asignar la identidad de esas proteínas por PMF de 

forma estadísticamente significativa. La razón más probable es la falta de suficiente 

cantidad de proteína para conseguir el número de péptidos necesario para una 

identificación fiable.  

Otra posibilidad es que las bandas recortadas del gel para un determinado peso 

molecular contengan distintas proteínas, de modo que los péptidos resultantes 

procedan de una mezcla compleja, disminuyendo así la representación relativa de 

cada proteína individual. El programa de análisis está optimizado para detectar un 

patrón de masas peptídicas correspondiente a una sola proteína. Sin embargo, podría 

llegar a detectar una mezcla de dos proteínas, aunque la potencia de la técnica 

disminuiría considerablemente. Para bandas más complejas, el programa de análisis 

no tiene suficiente capacidad para identificar las proteínas, puesto que aumenta 

considerablemente la complejidad del patrón de masas peptídicas.  

La presencia de varias proteínas diferentes en una misma banda en geles de una 

dimensión ha sido descrita en otros ejemplos, y un caso ilustrativo es el de la 

purificación de 170 proteínas asociadas a la chaperona 14-3-3 (173). 

Aunque el análisis no identificó ninguna proteína (además de la HSP70.1) con 

significación estadística aceptable, encontramos que en una de las bandas de 

aproximadamente 100 KDa (figura  20B, banda 4), 8 de las 25 masas de péptidos 

obtenidas en la proteolización, analizadas por separado, eran compatibles con el 

patrón PMF de la proteína quinasa N1 (PKN1), mientras que las demás masas no eran 

asignables a ninguna proteína concreta. La PKN1 es una quinasa de 100 KDa de la 

superfamilia de la PKC que es activada por la ruta de Rho y de la cual se ha descrito 

recientemente que también es activada por estrés osmótico en células de mamífero 

(161). Esta quinasa es citoplásmica, al igual que una fracción del NFAT5 en células en 



 80 

reposo y era plausible proponer que quizá la PKN1 podría regular la activación del 

NFAT5 por hipertonicidad. Por lo tanto, y simultáneamente a la preparación de nuevos 

experimentos de purificación del NFAT5, optamos por investigar si la PKN1 podría 

regular al NFAT5. Estos resultados se describen más adelante. 

En cuanto a los sucesivos experimentos de purificación del NFAT5 y proteínas 

asociadas aumentamos la escala hasta 5x108 células. Estos experimentos incluyeron 

células sin estimular y células estimuladas durante 2 horas con estrés osmótico (500 

mOsm/Kg), además del control de especificidad con la línea parental no transfectada. 

Algunas de las bandas del experimento pudieron ser analizadas por PMF por MALDI-

TOF y también por secuenciación de los péptidos obtenidos por QSTAR (técnica 

mucho más resolutiva pero que necesita más cantidad de material). De nuevo, y a 

pesar de obtenerse bastantes masas de péptidos (entre 18 y 22) de varias de las 

bandas de proteínas detectables por MALDI-TOF, el análisis (bien por MALDI-TOF o 

QSTAR) no identificó ninguna aparte del propio NFAT5 y de nuevo la HSP70.1 (figura  

20C).  

 

Figura 8C. Purificación a gran escala de los comple jos asociados al NFAT5 . 
Experimento realizado como en la figura 8A y 8B pero con 5x108 células. Se incluyen dos 
puntos con la línea estable, una de ellas con en cultivo con medio hipotónico (280 mOsm/Kg) y 
la otra con estimulación hipertónica (500 mOsm/Kg, 2 horas). Las flechas indican las bandas 
específicamente asociadas al NFAT5. Los números indican las proteínas identificadas por 
espectrometría de masas (MALDI-TOF): 1) El NFAT5 (control positivo); 2) La HSP70.1; 3) La β-
actina. 
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A pesar de que no hayamos obtenido la identidad de las proteínas asociadas al 

NFAT5 en nuestras condiciones experimentales (aparte de la HSP70.1), los 

experimentos realizados han aportado información relevante. Por una parte, hemos 

observado un patrón reproducible de al menos 6 proteínas asociadas al NFAT5, cuyas 

masas relativas en geles de SDS-poliacrilamida abarcan un rango de entre 10 y 300 

KDa (figura  20). Este patrón es esencialmente el mismo en condiciones isotónicas y 

tras estimulación con estrés osmótico, a excepción de dos diferencias: hay un 

incremento en la asociación del NFAT5 y una proteína de unos 300 KDa tras 

estimulación hipertónica y cambios en el patrón de proteínas asociadas en la zona de 

70 KDa (la calidad de la imagen reproducida en la figura  20C no permite ver estos 

cambios). Estas diferencias sugieren que las proteínas localizadas en estas bandas 

podrían ser relevantes en el proceso de activación del NFAT5. 
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7. El NFAT5 y la PKN1  

A partir de los resultados de la banda cuatro obtenidos en el segundo 

experimento de purificación (figura  8B), optamos por investigar si la quinasa PKN1 era 

capaz de regular al NFAT5. 

Para determinar si la PKN1 interacciona con el NFAT5 y regula su actividad 

llevamos a cabo tres tipos de experimentos. Primero, ensayos de actividad de genes 

reporteros de luciferasa dependientes del NFAT5 en células Jurkat transfectadas con 

la PKN1 nativa o un mutante inactivo (PKN1-KD) (161). Segundo, ensayos de 

coinmunoprecipitación entre el NFAT5 y la PKN1 mediante transfección transitoria en 

células HEK293T con HA-FLAG-NFAT5 (la misma construcción expresada en la línea 

estable) y PKN1. Por último, generamos y validamos un RNA interferente específico 

de la PKN1 humana que utilizamos para determinar si la supresión de esta quinasa 

afectaba a la actividad transcripcional del NFAT5. 

Los experimentos de genes reporteros mostraron que ni la sobreexpresión de la 

PKN1 nativa ni el dominante negativo afectaron a la activación del NFAT5 inducida por 

hipertonicidad en la línea T Jurkat (figura  21A). 

 

 

Figura 21A. La sobreexpresión de la quinasa activad a por estrés osmótico, PKN1, y 
su mutante inactivo, no afectan a la actividad del NFAT5. Células Jurkat se transfectaron 
por electroporación con el gen reportero dependiente del NFAT5, Ore-luc, la TK-Renilla como 
control de transfección y con las construcciones GFP, GFP-PKN1, o su mutante inactivo, GFP-
PKN1KD. A las 24 horas de transfección, se monitorizó la expresión de las construcciones de 
PKN1 por fluorescencia mediante citometria de flujo, las células se estimularon 18 horas a 
diferentes tonicidades y posteriormente se recogieron, lisaron, y se midió su actividad 
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luciferasa. La figura muestra la media y desviación estándar (SD) de tres experimentos 
realizados de forma independiente. Las cuentas están normalizadas por TK-Renilla (control de 
transfección) y LDH. 

 

Por otra parte, el resultado de los experimentos de coinmunoprecipitación en 

células HEK293T, realizados en el mismo tampón que la purificación a gran escala e 

incluyendo DSP, fue negativo, indicando que el NFAT5 no interaccionaba con la 

PKN1. La ausencia de interacción detectable entre ambas proteínas no era atribuible a 

una expresión insuficiente de éstas, la cual verificamos por Western blot en los lisados 

de las células transfectadas (figura  21B). Sin embargo, cabía la posibilidad de que el 

epítopo GFP fusionado a la PKN1 en la construcción utilizada interfiriese con una 

hipotética interacción con el NFAT5. Generamos construcciones de la PKN1 con una 

única copia (en el extremo N-terminal) de un epítopo mucho menor, HA, de 9 

aminoácidos. Tampoco observamos interacción del NFAT5 con esta construcción 

(datos no mostrados). 

 

 

Figura 21B. Inmunoprecipitación de la PKN1 y el NFA T5. Células Phoenix se 
transfectaron con las construcciones GFP-PKN1, Myc-NFAT5∆Cter-GFP, HA-FLAG-NFAT5 o 
un vector vacío. A las 48 horas de transfección, las células se lisaron en tampón con DSP y se 
inmunoprecipitaron con anticuerpo anti-HA. Los lisados e inmunoprecipitados se analizaron por 
Western blot con anticuerpos anti-GFP y anti-HA. La construcción Myc-NFAT5∆Cter-GFP se 
utilizó como control positivo de interacción con HA-FLAG-NFAT5. La figura es representativa de 
al menos tres experimentos independientes. 
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En conjunto, estos resultados indicaban que la PKN1 no parecía interaccionar 

con el NFAT5 ni regular su actividad en respuesta a estrés osmótico. A la vista de 

estos resultados parece poco probable que los péptidos analizados por PMF 

correspondiesen a la PKN1. 

A la par que realizamos los experimentos descritos antes, produjimos un RNA 

interferente (shRNA) específico para la PKN1 para poder bloquear su expresión 

endógena y estudiar si afectaba a la activación del NFAT5 (denominamos a la 

construcción shPKN1). La secuencia de oligonucleótidos del RNA interferente, de 21 

nucleótidos de longitud, se examinó previamente mediante "nucleotide blast" para 

asegurarnos de que no mostraba hibridación cruzada con ninguna especie de RNA 

aparte del de la PKN1. Confirmamos que este shRNA inhibía eficazmente la expresión 

de la PKN1 en células cotransfectadas con vectores de expresión de PKN1 y shPKN1 

(figura  21C). El vector de shRNA no inhibió la expresión de otra proteína no 

relacionada (GFP). Aunque no hemos confirmado que este shRNA inhibiera la 

expresión de la PKN1 endógena al no disponer de anticuerpos directos contra la 

quinasa, la eficiencia de la inhibición de la proteína recombinante sobreexpresada 

sugería que este shRNA era eficaz para suprimir la proteína endógena. 

 

 

Figura 21C. Especificidad del RNA de interferencia para la quinasa PKN1 . Células 
Phoenix se transfectaron con diferentes concentraciones de GFP-PKN1 o GFP, con pBSU6 
(vector vacío) o el RNA interferente de PKN1. A las 24 horas se recogieron las células y se 
lisaron para analizar la expresión de PKN1 o GFP por Western blot. 
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Finalmente, analizamos la actividad transcripcional del NFAT5 en células 

transfectadas con un gen reportero específico para este factor y cotransfectadas bien 

con el shPKN1 o con el vector pBSU6. Un shRNA específico para el NFAT5 se incluyó 

como control de inhibición. Observamos en esta ocasión que el shPKN1 ejerció un 

efecto positivo sobre la activación transcripcional del NFAT5, en condiciones de estrés 

osmótico (figura  21D). 

 

 

Figura 21D. El RNA de interferencia para la PKN1 ac tiva al NFAT5 . Células Jurkat se 
transfectaron por electroporación con el gen reportero Ore-luc, TK-Renilla y RNAs interferentes 
(para la PKN1, el NFAT5 y el vector pBSU6). A las 24 horas de la transfección, las células se 
trataron durante 18 horas en medio hipertónico (420-500 mOsm/Kg). Las cuentas están 
normalizadas por TK-Renilla (control de transfección) y LDH. 
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8. Los RNA interferentes y el NFAT5  

A partir del resultado del apartado anterior, decidimos repetir el experimento pero 

cotransfectando no solamente el vector vacío (pBSU6) sino otros RNAs interferentes 

para proteínas irrelevantes, como el RNA interferente de la lamina A y el de la GFP 

(162). De forma inesperada, los tres RNAs interferentes, excepto el del NFAT5, fueron 

capaces de cooperar en la actividad del gen reportero del NFAT5 en respuesta a 

estrés osmótico, respecto a la transfección con el vector vacío (figura  21E). Este 

experimento se repitió a varias dosis de estrés osmótico y con dos tipos celulares 

(Jurkat y Phoenix) y los resultados fueron similares (datos no mostrados). 

 

 

Figura 21E. RNAs de interferencia inespecíficos act ivan al NFAT5 . Experimento 
realizado como en la figura 9D pero transfectando además RNAs interferentes para la lamina A 
y la GFP. La figura muestra la media y SD de muestras medidas por duplicado y es 
representativa de dos experimentos independientes. Las cuentas están normalizadas por TK-
Renilla (control de transfección) y LDH. 

 

La interpretación a este resultado es que pequeños RNA de doble cadena 

(dsRNA) son capaces de potenciar la actividad del NFAT5 en respuesta a estrés 

osmótico.  
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9. Los RNA de doble cadena y proteínas involucradas  

Los shRNA (short hairpin) y siRNA (small interfering) empleados para suprimir la 

expresión de proteínas en células de mamífero son moléculas de RNA pequeñas 

(menos de 23 nucleótidos) para evitar activar la respuesta fisiológica frente a los RNA 

de doble cadena largos característicos de infecciones virales (174). Sin embargo, se 

ha descrito que pequeños RNA de doble cadena pueden activar también la vía del 

interferón y algunos componentes de la respuesta antiviral (175-177). 

A la vista de nuestras observaciones de que distintos shRNA podrían aumentar 

la activación del NFAT5, nos preguntamos si el NFAT5 podría ser regulado mediante 

componentes de la respuesta celular frente a virus y potencialmente otros tipos de 

patógenos. La respuesta frente a dsRNA virales implica a diferentes proteínas, tales 

como el TLR3, la PKR, la RIG-I y la Mda5.  

1) El receptor de tipo Toll o Toll-like Receptor 3 (TLR3) es una proteína de 

membrana que se localiza en endosomas (178) y el tercer miembro de una familia de 

receptores que reconocen patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs). 

Interviene en la respuesta extracelular a infecciones virales (virus con RNA de doble 

cadena) induciendo citoquinas proinflamatorias. Es capaz de responder a dsRNA 

largos pero también cortos, como los RNA de interferencia (174, 179). La señal del 

receptor activa los factores de transcripción IRF3 y NF-κB. 

2) La proteína quinasa R o PKR, localizada en el citoplasma, responde a 

infecciones virales (180). Induce apoptosis al fosforilar a la proteína eIF2A, que inhibe 

la traducción de proteínas. Está involucrada también en la ruta de señalización del 

TLR3 (infección viral) y TLR4 (infección bacteriana). Como el TLR3, es capaz también 

de reconocer dsRNA largos y cortos (181). 

3) Las RIG-I y Mda5, localizadas también en el citoplasma, son helicasas que 

interaccionan con dsRNA. Responden a infecciones virales e inducen citoquinas 

proinflamatorias. Hasta ahora sólo se ha descrito su papel con RNA de doble cadena 

largos, y RNA fosforilado en su extremo 5’ (para la RIG-I) (121, 122, 182). Su 

activación conlleva la activación de los factores de transcripción IRF3 y NF-κB. 

Decidimos investigar a continuación si el NFAT5 podría participar en la respuesta 

celular a patógenos mediados por los TLR. 
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10. Activación del NFAT5 por la estimulación de los  TLR 

Nuestro primer abordaje consistió en transfectar el gen reportero del NFAT5 Ore-

Luc en la línea de macrófagos murina RAW 264.7 (la cual expresa todos los TLR 

(183)) y analizar si el NFAT5 respondía a la estimulación con ligandos de estos 

receptores. 

Los resultados de la figura 22A  muestran como tanto el pIC, que activa al TLR3, 

como el LPS, que activa al TLR4, fueron capaces de forma modesta pero reproducible 

de activar el reportero Ore-Luc. Además, esta inducción era cooperativa cuando se 

añadía un estímulo hiperosmótico. 
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Figura 22A. Ligandos de los TLR son capaces de acti vidar un gen reportero 
dependiente del NFAT5 . Células RAW 264.7 se transfectaron por electroporación (ver 
materiales y métodos) con el gen reportero Ore-luc y TK-Renilla. A las 24 horas de la 
transfección, las células se estimularon con pIC (100 µg/ml) o LPS (25 µg/ml) en medio 
isotónico (300 mOsm/Kg, panel superior) o hipertónico (460 mOsm/Kg, cloruro sódico 80 mM, 
panel inferior) durante 20 horas. La figura muestra la media y la media del error estándar (SEM) 
de tres experimentos realizados de forma independiente. Las cuentas están normalizadas por 
TK-Renilla (control de transfección) y LDH. 

 

De manera similar, observamos que otros ligandos de TLR también 

pontenciaban la actividad del reportero Ore-Luc, estimulando con los compuestos 

Pam3CSK4, ligando del dímero TLR1:2, Zymosan A, ligando del dímero TLR2:6, 

Loxoribine, ligando del TLR7-8 y CpG DNA, ligando del TLR9 (figura 22B ). 
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Figura 22B. Ligandos de los TLR son capaces de acti vidar un gen reportero 
dependiente del NFAT5 . Experimento realizado como en la figura 22A, pero en este caso las 
células se estimularon con Pam3CSK4 (100 ng/ml), Zymosan A (100 µg/ml), Loxoribine (500 
µM) y CpG DNA (10 µM). La figura muestra la media y la SEM de tres experimentos realizados 
de forma independiente. 

 

 

La activación del Ore-Luc por ligandos de TLR fue suprimida en células 

transfectadas con un RNA interferente para el NFAT5, indicando que esta activación 

estaba mediada por el NFAT5 (figura 22C ). 
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Figura 22C. Ligandos de TLR son capaces de activida r un gen reportero 
dependiente del NFAT5 . Células RAW 264.7 se transfectaron con el gen reportero Ore-luc y 
TK-Renilla y los RNAs de interferencia para el NFAT5 o la GFP. A las 24 horas se estimularon 
con pIC (100 µg/ml) o LPS (25 µg/ml) en medio isotónico (300 mOsm/Kg, panel superior) o 
hipertónico (460 mOsm/Kg, cloruro sódico 80 mM, panel inferior) durante 20 horas. La figura 
muestra la media y la SEM de tres experimentos realizados de forma independiente. 

 

La baja magnitud de la estimulación con ligandos de TLR podría ser atribuible a 

que el reportero Ore-Luc es activado por el enhancer del gen de la aldosa reductasa, 

el cual se induce específicamente en respuesta a hipertonicidad y podría no ser un 

reportero óptimo para estudiar la regulación del NFAT5 por otros estímulos tales como 

los ligandos de los TLR. 
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11. Los TLR inducen la expresión del NFAT5  

Dado que la estimulación del reportero dependiente del NFAT5 (Ore-Luc) era 

moderada con los ligandos de TLR, utilizamos un criterio independiente para analizar 

el efecto de estos receptores sobre el NFAT5 y analizamos la expresión de este factor 

en células estimuladas via TLR. 

Como se muestra en la figura  22D la línea RAW 264.7 presentó unos niveles 

bajos de expresión del NFAT5, que se indujeron 10-20 veces al tratar las células con 

pIC (100 µg/ml) o LPS (25 µg/ml). Como control positivo se trataron las células con 

estrés hipertónico, el cual induce la expresión del NFAT5 (72). Esta inducción se 

inhibió completamente al cotransfectar las células con un RNA interferente para el 

NFAT5. 

 

 

Figura 22D. Estímulos patogénicos son capaces de in ducir la expresión del NFAT5 . 
Células RAW 264.7 se transfectaron con RNAs de interferencia para el NFAT5 o control (GFP). 
A las 24 horas se estimularon con pIC (100 µg/ml) o con LPS (25 µg/ml) durante 24 horas más. 
Posteriormente se lisaron para medir la expresión del NFAT5 por Western blot. El gráfico 
inferior muestra la cuantificación de tres experimentos independientes, mostrando la media y la 
SEM. 
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Otros ligandos de los TLR, como el Pam3CSK4 (TLR1:2), Zymosan A (TLR2:6), 

Loxoribine (TLR7-8) y el CpG DNA (TLR9) también indujeron la expresión del NFAT5 

en la línea RAW 264.7 a diferentes dosis, y a 24 horas (figura  22E). 

 

 

Figura 22E. Estímulos patogénicos son capaces de in ducir la expresión del NFAT5 . 
Células RAW 264.7 se estimularon con Pam3CSK4, Zymosan A, Loxoribine y CpG DNA, a 
diferentes concentraciones, durante 24 horas. La expresión del NFAT5 y la del control de carga 
piruvato quinasa (PyrK) se analizó por Western blot. Para el NFAT5 se muestran dos tiempos 
de exposición. 
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12. Expresión del NFAT5 en células primarias. Macró fagos  

derivados de médula ósea  

A continuación decidimos explorar los niveles de expresión del NFAT5 en 

macrófagos primarios. Para ello, obtuvimos macrófagos derivados de médula ósea 

(ver materiales y métodos), y los estimulamos con diferentes ligandos de los TLR, a 

diferentes dosis y a diferentes tiempos.  

Los resultados, muestran cómo el NFAT5 se indujo con pIC y LPS a dosis bajas 

(0,1 µg/ml de pIC y 0,1 ng/ml de LPS) y desde tiempos cortos (2 horas, figura  23A y 

B). También se observó en esplenocitos (datos no mostrados). Además, la expresión 

del NFAT5 también se indujo con dosis altas y a tiempos largos. 

Además de pIC y LPS los otros cuatro ligandos analizados también fueron 

capaces de inducir la expresión del NFAT5 tanto a dosis bajas (10 ng/ml de 

Pam3CSK4, 30 µg/ml de Zymosan A, 10 µM de Loxoribine y 10 nM de CpG DNA) 

como a tiempos cortos (2 horas, figura  23C y D).  

Estos resultados, junto con los de la línea RAW 264.7 muestran que la ruta de 

los receptores tipo Toll está activando tanto la expresión como la actividad del NFAT5. 

Así pues, el NFAT5 es regulado por un amplio espectro de moléculas patogénicas, lo 

que sugiere que este factor podría jugar un papel en la regulación de genes regulados 

por los TLR. 
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Figura 23. Los ligandos de los TLR inducen la expre sión del NFAT5 en macrófagos 
derivados de médula ósea (BMDM).  Los BMDM se estimularon con pIC o LPS a diferentes 
tiempos y dosis con ligandos de los TLR y se  analizó la expresión del NFAT5 por Western blot. 
(A) BMDM estimulados con pIC o LPS durante 24 horas. Se muestran dos experimentos 
representativos con varias dosis utilizadas. (B) BMDM estimulados con poli-IC o LPS durante 2-
6 horas. (C) Los BMDM se estimularon con diferentes dosis de Pam3CSK4, Zimosan A, 
Loxoribine y CpG DNA durante 24 horas. (D) Los BMDM se estimularon con Pam3CSK4, 
Zymosan A, Loxoribine o CpG DNA durante 2-6 horas. Se muestran resultados representativos 
de tres experimentos independientes. 
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13. Papel del NFAT5 en la expresión de los genes re gulados 

por los TLR. Línea RAW 264.7  

Disponíamos en el laboratorio de un gen reportero de luciferasa activado por el 

promotor de la iNOS, enzima que produce óxido nítrico, también regulado por la 

activación de los TLR. 

Los experimentos del gen reportero de la iNOS indicaron una clara dependencia 

del NFAT5 en la activación de este enzima por estimulación con pIC y LPS (figura  

24A). Células transfectadas con el RNA interferente del NFAT5 y estimuladas con los 

ligandos de los TLR activaron la iNOS débilmente, en comparación con la transfección 

de un shRNA control (GFP). 

 

 

Figura 24A. La estimulación de la iNOS por los TLR es dependiente del NFAT5. 
Células RAW 264.7 se transfectaron con el gen reportero iNOS-luc, la TK-Renilla, y con los 
RNAs de interferencia para el NFAT5 o control (GFP). 24 horas después se estimularon con 
pIC (100 µg/ml) o LPS (25 µg/ml) durante 20 horas más y se midió la actividad luciferasa. Los 
gráficos muestran la media y la SEM de 4 experimentos independientes. Las cuentas están 
normalizadas por TK-Renilla (control de transfección) y LDH. 
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El análisis por Western blot de la expresión de la iNOS endógena mostró una 

fuerte inducción del enzima al estimular las células con los ligandos de los TLR (pIC y 

LPS). Sin embargo, en células transfectadas con un RNA de interferencia para el 

NFAT5 esta activación se inhibió casi totalmente (figura  24B). 

 

 

Figura 24B. La estimulación de la iNOS por los TLR es dependiente del NFAT5. 
Células RAW 264.7 se transfectaron con los RNAs de interferencia para el NFAT5 o control 
(GFP). 24 horas después se estimularon con pIC (100 µg/ml) o LPS (25 µg/ml) durante 20 
horas más y se midió la expresión del NFAT5, iNOS y piruvato quinasa (control de carga) por 
Western blot. Se muestran resultados representativos de dos experimentos independientes. 

 

Para medir la actividad de la enzima iNOS, analizamos los niveles de nitrito en el 

medio de cultivo (ver materiales y métodos). Como se muestra en la figura  24C, 

células transfectadas con el RNA interferente del NFAT5 y estimuladas 24 horas con 

pIC o LPS presentaron unos niveles de nitrito muy inferiores respecto a la transfección 

control. 

Incluso con otros ligandos de los TLR pudimos ver que en ausencia del NFAT5 el 

gen reportero presentaba una activación menor (principalmente Pam3CSK4, Zymosan 

A y Loxoribine, figura  24D) y la expresión de la iNOS fue inhibida casi en su totalidad 

en células transfectadas con un RNA de interferencia para el NFAT5 (figura  24E). 
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Figura 24C. La estimulación de la iNOS por los TLR es dependiente del NFAT5. Del 
experimento realizado en la figura 24A se midieron los niveles de nitrito en el medio de cultivo 
mediante el ensayo de Griess (ver materiales y métodos). Los gráficos muestran la media y la 
SEM de 4 experimentos independientes. 

 

 

Figura 24D. La estimulación de la iNOS por los TLR es dependiente del NFAT5. 
Células RAW 264.7 se transfectaron con el gen reportero iNOS-luc, la TK-Renilla, y con los 
RNAs de interferencia para el NFAT5 o control (GFP). 24 horas después se estimularon con 
Pam3CSK4 (1 µg/ml), Zymosan A (300 µg/ml), Loxoribine (1 mM) o CpG DNA (1 µM) y se 
midió la actividad luciferasa. Los gráficos muestran la media y la SEM de 3 experimentos 
independientes. Las cuentas están normalizadas por TK-Renilla (control de transfección) y 
LDH. 
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Figura 24E. La estimulación de la iNOS por los TLR es dependiente del NFAT5. 
Western blot del NFAT5, iNOS y piruvato quinasa como en B pero las células se estimularon 
con Pam3CSK4 (1 µg/ml), Zymosan A (300 µg/ml), Loxoribine (1 mM) o CpG DNA (1 µM). Se 
muestran resultados representativos de dos experimentos independientes. Para la iNOS se 
muestran dos tiempos de exposición (S, corta y L, larga). 
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14. La ausencia del NFAT5 no inhibe la activación d el NF-κκκκB 

por los TLR  

Está bien caracterizado en la literatura que la activación de la iNOS por 

estimulación de los TLR es dependiente de NF-κB (184). Nuestros experimentos 

realizados en la línea RAW 264.7 muestran que el NFAT5 sería un nuevo factor de 

transcripción que también jugaría un papel relevante en la regulación de este gen.  

Para descartar la posibilidad de que la ausencia del NFAT5 afectase a la 

activación del factor de transcripción NF-κB, clave en la regulación de la iNOS (147, 

148), realizamos experimentos con dos genes reporteros activados por el NF-κB (HIV-

Luc y 6κB-Luc). Células estimuladas con pIC y LPS durante 20 horas fueron capaces 

de activar los genes reporteros HIV-Luc (unas 3 veces) y 6κB-Luc (unas 6 veces) y 

esta activación no se vio disminuida cuando las células se transfectaron con el RNA 

interferente para el NFAT5 (figura  25A y B). 
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Figura 25. La ausencia del NFAT5 no inhibe en la ac tividad transcripcional del NF-
κκκκB. Células RAW 264.7 se transfectaron con los genes reporteros HIV-luc (A) o 6κB-luc (B) y 
TK-Renilla y con los RNAs de interferencia para el NFAT5 o control (GFP). 24 horas después 
se estimularon con poli-IC (100 µg/ml) o LPS (25 µg/ml) durante 20 horas más y se midió su 
actividad luciferasa. Las barras muestran la media y la SEM de tres (HIV) o cinco (6κB) 
experimentos independientes. 
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15. Papel del NFAT5 en la estimulación por los TLR en células 

primarias  

A partir de los resultados obtenidos en la línea RAW 264.7 decidimos analizar en 

profundidad en células primarias la contribución del NFAT5 en la activación de varios 

genes proinflamatorios por estimulación de los TLR. Hay varios tipos celulares 

descritos que responden a los TLR tales como macrófagos peritoneales, derivados de 

médula ósea y células B, entre otros, los cuales se estudian rutinariamente en 

modelos murinos (104, 108, 185, 186). 
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16. Los esplenocitos  

Exploramos el comportamiento de los esplenocitos procedentes del bazo de 

ratón en respuesta a la activación de los TLR. Los linfocitos B pueden estimularse con 

LPS y expresan el marcador de activación temprano CD69 (187-189). 

Comparamos la expresión de este marcador en esplenocitos de ratones 

normales y deficientes para el NFAT5 (para los que presentaran el marcador B220, de 

linfocitos B) estimulados con pIC y LPS a diferentes dosis y tiempos. Como muestra la 

figura  26A-D, los esplenocitos que expresaban B220 expresaron tempranamente 

CD69 en respuesta a la activación por LPS y también por pIC (6 horas) y esta 

expresión se mantuvo a tiempos largos (24 horas). La activación fue dependiente de la 

dosis utilizada. De acuerdo con observaciones previas de nuestro grupo, los bazos de 

ratones deficientes para el NFAT5 contarían con una mayor proporción de linfocitos B 

que los de ratones normales (figura  26A-D y 26E).  
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Figura 26A. Activación de esplenocitos por los TLR . Los esplenocitos extraídos de 
bazos de ratones normales y deficientes para el NFAT5 se estimularon con pIC durante 6 horas 
con las dosis indicadas y se analizó la expresión del marcador de activación CD69 en las 
células que expresaran B220 por citometría de flujo. Los gráficos son representativos de cinco 
experimentos independientes. 
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Figura 26B. Activación de esplenocitos por los TLR . Experimento realizado como en 
la figura 15A, pero las células se estimularon con LPS. 
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Figura 26C. Activación de esplenocitos por los TLR . Experimento realizado como en 
la figura 15A, pero las células se estimularon con pIC durante 24 horas. 
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Figura 26D. Activación de esplenocitos por los TLR . Experimento realizado como en 
la figura 15C, pero las células se estimularon con LPS durante 24 horas.  
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Figura 26E. Activación de esplenocitos por los TLR . Porcentaje de células B220 
positivas de los esplenocitos extraídos. Se muestra la media y la SEM (n=4 p<0,01).  

 

Mientras que a tiempos cortos (6 horas de activación), la proporción de células 

positivas para CD69 varió muy poco en células normales respecto a las deficientes 

para el NFAT5 (figura  26F), a 24 horas pudimos ver indicios de una menor activación 

de los linfocitos B en los ratones deficientes para el NFAT5 (figura  26G). A dosis altas 

de pIC (100 µg/ml) y LPS (50 y 500 ng/ml) hubo indicios de una menor intensidad en la 

expresión de CD69 en células deficientes para el NFAT5 (cerca de ser 

estadísticamente significativa). 
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Figura 26F y G. Activación de esplenocitos por los TLR. Intensidad de fluorescencia 
del CD69 en esplenocitos (células B220 positivas) de ratones deficientes para el NFAT5 
respecto a ratones normales, estimulados 6 horas (F) o 24 horas (G) con los estímulos 
mostrados en A-D. Se muestra la media y la SEM de cinco experimentos independientes. En 
G, pIC 100 µg/ml p=0,115, LPS 50 ng/ml p=0,059 y 500 ng/ml p=0,074. 
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17. Los macrófagos peritoneales  

Aislamos macrófagos peritoneales y tras 24 horas en cultivo los estimulamos 24 

horas más con pIC y LPS, recogimos el sobrenadante y medimos los niveles de nitrito 

como medida de activación de la iNOS. Un análisis por citometría de flujo del 

marcador de macrófagos CD11b (ver también siguiente apartado) mostró que más del 

90% de las células eran positivas (figura  27B). 

Como se muestra en la figura  27A las células deficientes para el NFAT5 

presentan una reducción en la producción de nitrito a bajas dosis de estímulo y a 

medida que se aumenta el estímulo la producción va aumentando y es similar a la 

respuesta de las células normales.  

Este resultado indicaba que macrófagos deficientes para el NFAT5 presentaban 

una respuesta disminuida a los TLR. Sin embargo, dado que la cantidad de 

macrófagos peritoneales extraídos de cada ratón es baja y dificulta los experimentos 

que requieren de un gran número de células, continuamos el análisis de la función del 

NFAT5 en macrófagos utilizando macrófagos derivados de médula ósea (BMDM). 
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Figura 27. Efecto de la ausencia del NFAT5 en la ac tividad de la iNOS en 
macrófagos peritoneales por estimulación de pIC y L PS. (A) Macrófagos peritoneales de 
ratones normales y deficientes para el NFAT5 se estimularon durante 24 horas con pIC o LPS, 
se recogió el sobrenadante del medio y se midieron los niveles de nitrito, como un indicador de 
la actividad del enzima iNOS. La figura es representativa de tres experimentos independientes. 
(B) Expresión del marcador CD11b por citometría de flujo de macrófagos peritoneales usados 
en A. 
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18. Los macrófagos derivados de médula ósea  

Comparación de marcadores moleculares de diferencia ción en ratones 

normales y deficientes para el NFAT5. 

Decidimos analizar en profundidad en los BMDM la contribución del NFAT5 en la 

activación de varios genes proinflamatorios por estimulación de los TLR.  

Los ratones deficientes para el NFAT5 que se utilizan en el laboratorio han sido 

descritos recientemente en la literatura (76). Éstos presentan elevada mortalidad 

embrionaria y perinatal, un tamaño inferior a los ratones normales, una morfología y 

función alteradas del riñón, y una incapacidad de inducir genes osmoprotectores, 

como la aldosa reductasa. Se optimizó la viabilidad de este modelo animal al 

introducirlo en diferentes fondos genéticos y observar que en el fondo 129sv su 

viabilidad se incrementaba notablemente de modo que un 20-40% de los ratones 

NFAT5-/- sobreviven más de 2 meses de vida. Otro grupo que también ha descrito 

ratones deficientes para el NFAT5 indica que hay además una disminución de 

celularidad en el timo y en el bazo y en el crecimiento normal de estas células, 

atribuido a que el microambiente en órganos linfoides es ligeramente hipertónico (85). 

 En estos dos trabajos publicados no todos los tipos celulares, como por ejemplo 

los macrófagos derivados de médula ósea, han sido caracterizados, aunque otro 

trabajo publicado recientemente no ha observado diferencias en macrófagos 

deficientes para el NFAT5 (90). Para descartar que los efectos observados en 

nuestros experimentos pudieran deberse a una diferenciación anómala de los BMDM 

en los ratones deficientes para el NFAT5, analizamos por citometría de flujo una serie 

de marcadores de superficie utilizados para caracterizarlos: 

- CD11b, también llamado Mac-1 es el marcador típico de macrófagos (190) y es 

el más utilizado en la literatura para monitorizar la correcta diferenciación de la médula 

ósea con M-CSF o sobrenadante de la línea murina L929. 

- CD11c es un marcador típico de células dendríticas, aunque se ha descrito que 

además está presente en macrófagos diferenciados in vitro (191-193). 

- B220 es un marcador típico de células B, aunque ciertas células dendríticas 

(plasmacitoides) lo presentan y en principio no está presente en macrófagos (194, 

195). 

- CD4 es un marcador típico de una población de células T, aunque también se 

ha descrito en aproximadamente un 5% de los macrófagos (196, 197).  
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Como se observa en la figura  28A-C, más del 90% de los macrófagos 

diferenciados presentaban CD11b, un 20-25% CD11c, un 3-4% CD4 y menos de un 

2% B220. No se observaron diferencias significativas en la proporción de los 

marcadores entre los BMDM de ratones deficientes para el NFAT5 y los normales, 

indicando que la ausencia del NFAT5 no afectaba al proceso de diferenciación in vitro 

de los macrófagos, al menos en lo que a expresión de marcadores se refiere. 

 

 

Figura 28A. Los BMDM de los ratones NFAT5 +/+ y NFAT5 -/- se diferencian de forma 
similar . Análisis de diferentes marcadores de superficie de los BMDM de ratones NFAT5+/+ y 
NFAT5-/- (ver texto). Se muestra un diagrama de citometría, representativo de al menos seis 
parejas de ratones.  
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Figura 28B y C. Los BMDM de los ratones NFAT5 +/+ y NFAT5 -/- se diferencian de 
forma similar . Porcentajes de los marcadores de superficie por separado, entre el ratón 
NFAT5+/+ y el NFAT5-/-. Los gráficos muestran la media y la SEM de al menos 6 parejas de 
ratones. 
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19. Análisis de la expresión de genes proinflamator ios en los 

BMDM por PCR cuantitativa (RT-QPCR)  

A continuación, llevamos a cabo el análisis por PCR cuantitativa en tiempo real 

(RT-QPCR) de la expresión del RNA mensajero (mRNA) de una serie de genes que 

están regulados por la estimulación de los TLR. Como se muestra en la tabla 3 , 

utilizando como control el gen L32, se analizó la expresión de varias citoquinas (TNFα, 

IL-6 y IL-12β), quimioquinas (RANTES) y enzimas (iNOS y COX2) en macrófagos 

normales y deficientes para el NFAT5 estimulados a tiempos cortos y largos con pIC y 

LPS.  

 

Gen Función Referencias 

L32 Proteína del complejo ribosomal, usada 
comúnmente como control de carga en 
experimentos de RT-QPCR 

(198) 

Citoquinas y 
quimioquinas 

Función Referencias 

TNFα Hematopoyesis, protección contra infecciones 
bacterianas, activación de la inmunidad innata. 

(133) 

IL6 Reclutamiento y activación linfocitarios, 
importante en la transición de la inmunidad 
innata a la adaptativa 

(138) 

IL12β Activación de la inmunidad adaptativa (141) 

RANTES Citotoxicidad, quimiotaxis, activación de 
leucocitos 

(154) 

Enzimas Función Referencias 

iNOS Inhibición de enzimas bacterianos y víricos (145, 146) 

COX2 Síntesis de prostaglandinas, mediador de 
fiebre y presente en los sitios de inflamación 

(149-151) 

 

Tabla 3. Lista de genes utilizados para los experimentos de expresión de mRNA en los 
BMDM por RT-QPCR. 

 

 

 

 

 



 116 

Los resultados de dicho análisis (figura  29) muestran que la estimulación con 

pIC y LPS indujo la acumulación del RNA mensajero del NFAT5. En cuanto a la 

expresión de genes regulados por los TLR, observamos que los macrófagos 

deficientes para el NFAT5 mostraron deficiencias en la inducción del mRNA de la IL6, 

IL12β, COX2 e iNOS en respuesta a pIC y LPS. La inducción del RANTES fue 

moderadamente más baja en células NFAT5-/- y no observamos deficiencias en la 

inducción del TNFα. 

También se quiso explorar la expresión de los genes de interferón α y β. Sin 

embargo los cebadores diseñados no funcionaron y queda pendiente analizarlos con 

nuevos cebadores. 
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Figura 29. Patrón de expresión del NFAT5 por estimu lación con pIC y LPS a 24 
horas.  Los BMDM se estimularon durante 24 horas con pIC (10 µg/ml) o LPS (100 ng/ml), se 
lisaron y se extrajo RNA total a partir del cual se sintetizó el DNA complementario (cDNA) para 
medir el patrón de expresión del NFAT5, TNFα, IL6, IL12β, RANTES, iNOS y COX2 por PCR 
cuantitativa en tiempo real (RT-QPCR). Los resultados están normalizados por el gen L32 y se 
muestra la media y la desviación estándar de duplicados o triplicados de un experimento 
representativo de tres. 
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20. Análisis de la producción de citoquinas por los  BMDM 

A partir de los resultados de expresión del RNA mensajero, decidimos medir por 

ELISA la producción de la IL6, la IL12ββββ y el TNFαααα en los BMDM. Utilizamos pIC y LPS 

a tres dosis diferentes (1, 10 y 100 µg/ml para pIC y 0,1, 1 y 10 ng/ml para LPS) y a 

tres tiempos diferentes (3, 8 y 24 horas).  

Como muestran las figuras  30A-C tanto la producción del TNFαααα, de la IL6 como 

de la IL12ββββ se vieron afectadas en los BMDM deficientes para el NFAT5, 

principalmente a dosis bajas de estímulo. La figura  30D muestra la contribución en 

porcentaje de la producción de citoquinas del knockout respecto al wild type. 

En la figura 30D  se puede observar cómo con 1 µg/ml de pIC durante 3 horas 

los BMDM del knockout produjeron sólo un 10-30% de las citoquinas respecto a los 

wild type. A 10-100 µg/ml esta proporción aumentó para todas las citoquinas, y a 100 

µg/ml en algunos casos fue superior a los BMDM wild type. Para el LPS los resultados 

fueron similares, en el rango de estimulación de 0,1, 1 y 10 ng/ml. 

Las diferencias en la producción de citoquinas en el knockout del NFAT5 fueron 

más notables a dosis bajas de estímulo, particularmente para el TNFα y la IL12β. Sin 

embargo, los ratones deficientes produjeron niveles de ambas citoquinas comparables 

a los ratones wild type a dosis altas de estímulo. En cuanto a la IL6, los ratones 

deficientes mantuvieron una deficiente producción de la citoquina en todas las dosis 

analizadas (altas y bajas). 

 

 

 

 

 



 119 

 



 120 

 



 121 

 



 122 

 



 123 

Figura 30. Liberación de citoquinas en el medio en los BMDM NFAT5 -/- por 
estimulación de pIC y LPS a diferentes tiempos . (A-C) Los BMDM se estimularon durante 
los tiempos y dosis indicados con pIC o LPS, se recogió el sobrenadante del medio y se midió 
la cantidad de TNFα (A) IL6 (B) o IL12β (C) liberado al medio por ELISA. Los gráficos muestran 
la media y SD de medidas por duplicado, representativos de tres experimentos independientes 
con resultados similares. (D) Porcentaje de citoquinas liberadas medidas en A-C por los BMDM 
NFAT5-/- respecto a los NFAT5+/+. Se muestra la media y SEM de los tres experimentos 
independientes utilizados en A-C. El punto de 0,1 ng/ml de LPS se analizó en dos de los tres 
experimentos analizados. 
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21. Análisis de la expresión de la iNOS en los BMDM  

También analizamos la expresión de la iNOS por Western blot en los BMDM 

estimulados con los ligandos de los TLR. Usamos nuevamente los estímulos pIC y 

LPS y elegimos las dosis basándonos en los experimentos de producción de 

citoquinas (ELISA), siendo las elegidas las dosis intermedias de ambos estímulos: 10 

µg/ml de pIC y 1 ng/ml de LPS. 

Como se muestra en la figura  31 la expresión de la iNOS se indujo en los BMDM 

de ratones normales estimulados con pIC (10 µg/ml) o LPS (1 ng/ml), con un máximo a 

8 horas para pIC y 24 horas para LPS. En cambio macrófagos deficientes para el 

NFAT5 presentaron una pronunciada disminución o una ausencia de la expresión del 

enzima, en concordancia con los resultados de expresión de mRNA en los BMDM, 

niveles de nitrito en macrófagos peritoneales, y gen reportero, expresión de proteína y 

niveles de nitrito en la línea RAW 264.7, obtenidos anteriormente. 

 

 

Figura 31. La inducción de la iNOS por los TLR es d eficiente en ausencia del 
NFAT5. Macrófagos derivados de médula ósea se estimularon con pIC (10 µg/ml) y LPS (1 
ng/ml) durante los tiempos indicados y se analizó la expresión de iNOS por Western blot. Se 
utilizó como control la expresión de la piruvato quinasa (PyrK). La figura es representativa de 
tres experimentos independientes. 
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22. Análisis de otras rutas de señalización activad as por los 

TLR en los BMDM  

Estudiamos si las diferencias observadas en los BMDM por la falta del NFAT5 

pudieran deberse a cambios en la actividad de vías de señalización relevantes 

activadas por los TLR, tales como la ruta del NF-κB y la de las MAP quinasas 

(MAPKs).  

Para la ruta del NF-κB monitorizamos la degradación del IκBα, una proteína 

inhibidora del NF-κB que lo retiene en el citoplasma. La activación de los TLR causa la 

degradación de esta proteína en minutos, permitiendo al NF-κB translocar al núcleo y 

activar sus genes diana (7). Para la ruta de las MAPKs monitorizamos la fosforilación 

de las tres principales quinasas de las tres rutas, p38, JNK y ERK que, mediante 

fosforilaciones de quinasas en cascada, activarán otra serie de factores de 

transcripción, como ATF2 y Jun (199). Esta fosforilación también ocurre a tiempos muy 

tempranos tras una estimulación de los TLR (200, 201). Para este análisis empleamos 

los estímulos pIC y LPS y las dosis intermedias de ambos estímulos: 10 µg/ml de pIC y 

1 ng/ml de LPS.  

Los resultados de la figura  32A muestran cómo la IκBα se degrada a tiempos 

cortos de estimulación. Para el pIC, la degradación ocurre a los 10 minutos de 

estimulación, y el IκBα se vuelve a inducir a los 60 minutos. En el caso del LPS, la 

proteína se degrada más tarde, a los 30 minutos y no se detecta a los 60 minutos.  

La fosforilación de la p38 se produjo a los 10 minutos de estimulación con pIC y 

ésta disminuyó progresivamente, permaneciendo aún a los 60 minutos. Con LPS la 

fosforilación fue máxima a los 30 minutos, disminuyendo tras 60 minutos. La cinética 

de fosforilación del JNK fue similar a la de la p38, para pIC fue máxima a 10 minutos 

de estimulación, disminuyendo después progresivamente y para LPS el máximo 

estuvo en 30 minutos. La ERK presentó una fosforilación basal, que aumentó a los 10 

minutos de estimulación con pIC y disminuyó después progresivamente, y con LPS la 

fosforilación aumentó a 30 minutos y disminuyó a los 60 minutos. 



 126 

 

Figura 32. Activación de rutas de señalización en l os BMDM NFAT5 -/- por la vía de 
los TLR.  Los BMDM se estimularon con pIC (10 µg/ml, A) o LPS (1 ng/ml, B) durante los 
tiempos indicados y se analizó la expresión de IκBα y la fosforilación de p38, ERK y JNK por 
Western blot. Los resultados son representativos de tres experimentos independientes. N.S. 
Banda inespecífica del anticuerpo anti-ERK como control de carga. 

 

Para las cuatro proteínas analizadas, IκBα, p38, JNK y ERK, no observamos 

diferencias consistentes en los BMDM de ratones deficientes para el NFAT5 respecto 

a ratones normales, indicando que tanto la vía del NF-κB como la de las MAPKs no 

estaban afectadas por la ausencia del NFAT5 en la ruta de señalización por los TLR. 
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23. Inmunoprecipitación de cromatina  

Al ser el NFAT5 un factor de transcripción, su función en la regulación de los 

genes activados por los TLR podría ser directa o indirecta, es decir, podría unirse 

directamente a los promotores de los genes para los cuales hemos visto diferencias 

(vía directa), o podría estar regulando otras proteínas que se unirían a los promotores 

de éstos genes para activarlos (vía indirecta). Por ello, realizamos experimentos de 

inmunoprecipitación de cromatina para comprobar el tipo de regulación que ejerce el 

NFAT5. 

La inmunoprecipitación de cromatina o ChIP permite determinar si un factor de 

transcripción se une a una región concreta del DNA in vivo (202, 203). Para encontrar 

las condiciones adecuadas probamos diferentes condiciones de cross-linking, de 

extracción, de sonicación y de cantidad de la muestra (ver materiales y métodos). Por 

otra parte, para el NFAT5 disponemos de tres tipos de anticuerpos (todos ellos 

policlonales): uno que reconoce la región amino-terminal, uno que reconoce el dominio 

de unión al DNA y uno que reconoce el extremo carboxilo-terminal. 

Decidimos realizar los experimentos de ChIP para los promotores de los genes 

de la iNOS y la IL6, al ser éstos los que más dependencia del NFAT5 han mostrado en 

los experimentos previos. En primer lugar comprobamos que en la secuencia de los 

promotores de la IL6 y la iNOS había secuencias consenso para unirse el NFAT5 

((T/A)GGAAA) (2, 68). Diseñamos cebadores específicos para amplificar esa región en 

los experimentos de ChIP. La figura  33A muestra un esquema de las regiones 

promotoras de la iNOS y la IL6, con las posibles secuencias consenso de unión al 

NFAT5, y la localización de los cebadores diseñados. 
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Figura 33A. Esquema del promotor de la iNOS y la IL 6. El diagrama muestra las 
secuencias potenciales de unión al NFAT5 y la posición de los cebadores usados en los 
experimentos de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP). Para la IL6 se muestran dos  
parejas de cebadores diseñados, uno proximal y uno distal, respecto al inicio de transcripción. 

 

Una vez optimizados los primeros pasos de la técnica (cantidad de muestra, 

cross-linker a utilizar y fragmentación de la cromatina), probamos de inmunoprecipitar 

cromatina en los BMDM estimulados con pIC (10 µg/ml durante 4 horas) utilizando 

diferentes anticuerpos disponibles para el NFAT5, y amplificar por RT-QPCR las 

regiones específicas de los promotores de la iNOS (región distal) y la IL6 (región 

proximal) susceptibles de unirse el NFAT5. 

En algún caso pudimos observar que el NFAT5 se estaba uniendo al promotor de 

la IL6 (región proximal), estimulando con pIC y utilizando el anticuerpo que reconocía 

el extremo carboxilo-terminal del NFAT5. Sin embargo estos resultados no fueron 

reproducibles y la ChIP con este anticuerpo fue además inespecífica ya que también 

arrastraba el promotor de la IL6 en células deficientes para el NFAT5. La utilización del 

anticuerpo que reconoce el dominio de unión a DNA del NFAT5, o el uso de los 

cebadores distales no dio mejores resultados (datos no mostrados). Hasta el momento 

en el que se empezó a escribir esta tesis no hubo tiempo de comprobar si un tercer 

anticuerpo, el que reconoce el extremo amino-terminal del NFAT5, era o no capaz de 

detectar la proteína unida al promotor de la IL6. 

 



 129 

Para la iNOS, el uso del anticuerpo que reconocía el extremo carboxilo-terminal 

del NFAT5 también dio algún resultado positivo, pero no reproducible en todos los 

experimentos realizados (datos no mostrados). Sin embargo, para el anticuerpo que 

reconoce el DBD, sí fuimos capaces de detectar de forma reproducible la interacción 

del NFAT5 con el promotor de la iNOS, y ésta interacción fue inducible por pIC (figura  

33B) y LPS (datos no mostrados). 

 

 

Figura 33B. Ensayos de inmunoprecipitación de croma tina (ChIP) para el promotor 
de la iNOS en los BMDM NFAT5 -/-. Los BMDM se estimularon durante 4 horas con pIC (10 
µg/ml) y se detectó la unión del NFAT5 al promotor de la iNOS por ChIP con un anticuerpo 
específico para el dominio de unión al DNA del NFAT5 (DBD), utilizando como control negativo 
el suero preinmune (Pre). Los gráficos son representativos de cuatro experimentos 
independientes. 

En resumen, los experimentos de ChIP muestran que el NFAT5 se une al 

promotor de la iNOS de forma inducible por ligandos de los TLR. Estos datos indican 

que el NFAT5 es un factor de transcripción que participa en la regulación de la iNOS 

por la estimulación de los TLR y que esta regulación es directa, a nivel del mismo 

promotor del gen. Estos datos coinciden con los resultados de activación del promotor 

de la iNOS en células RAW 264.7 (figura 12 ). 

Actualmente estamos analizando las regiones reguladoras de otros genes para 

detectar el reclutamiento específico del NFAT5 tras la estimulación de diferentes TLR. 
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24. Reducción de citoquinas en respuesta al choque séptico in 

vivo 

Por último, hemos comenzado a estudiar si la respuesta al choque séptico, 

inducido por LPS in vivo, está afectado en ratones deficientes para el NFAT5. Estos 

experimentos están aún en marcha, por lo que disponemos de pocos datos. 

Resultados iniciales muestran que la inducción de choque séptico con 

concentraciones elevadas de LPS induce una respuesta de TNFα de mayor magnitud 

en los ratones knockout para el NFAT5 que en los wild type (figura 34 ). Este resultado 

difiere de los obtenidos con los BMDM y plantea otras interpretaciones que se discuten 

en detalle más adelante. 

 El choque séptico se hace a concentraciones de LPS mucho más elevadas de 

las que hemos usado en nuestros experimentos con los BMDM (5 µg/g en ratones 

respecto a un máximo de 100 ng/ml en los cultivos de los BMDM). 

Actualmente estamos analizando si existen diferencias a dosis bajas, que es 

cuando el NFAT5 es más relevante en los BMDM. 

 

 

Figura 34 Producción del TNF αααα in vivo tras la inducción de choque séptico en 
ratones NFAT5 -/-. Ratones normales y deficientes para el NFAT5 se estimularon con LPS por 
inyección intraperitoneal (5 µg/g de ratón). Después de una hora se extrajo sangre, se aisló el 
suero y se midieron los niveles del TNFα. 
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1. Problemática de la identificación de proteínas a sociadas al  

NFAT5 

El objetivo inicial de este proyecto de tesis doctoral fue la identificación de 

interacciones entre el NFAT5 y otras proteínas que fueran relevantes para su actividad 

y función.  

En la primera parte de este trabajo se ha descrito la puesta a punto y desarrollo 

de los objetivos metodológicos necesarios para abordar la purificación a gran escala 

del NFAT5 asociado a complejos de proteínas.  

Nuestros experimentos nos han permitido purificar en condiciones reproducibles 

el NFAT5 asociado al menos a 6 proteínas con masas relativas desde 10 hasta 300 

KDa. Obtener suficiente cantidad de proteína para la identificación por espectrometría 

de masas ha sido nuestro peor obstáculo. En los experimentos realizados sólo hemos 

podido identificar con certeza la chaperona HSP70.1. Esta interacción podría ser 

relevante en la función del NFAT5. Recientemente, Chen, Y. y colaboradores 

encontraron por un abordaje diferente 14 proteínas asociadas a una forma truncada 

del NFAT5 (los primeros 500 aminoácidos), en las que también encontraron dos 

chaperonas, una de las cuales jugaría un papel regulador en la función del NFAT5 por 

estrés osmótico (204). 

La segunda parte de este trabajo produjo un número considerable de resultados. 

Éstos mostraron al NFAT5 como un nuevo regulador de una compleja y relevante vía 

de señalización, con un papel fundamental en la inmunidad innata. Por este motivo, la 

discusión de esta tesis doctoral se centrará en la regulación y función que ejerce  el 

NFAT5 en la vía de activación de los receptores tipo Toll. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 133 

2. Expresión y actividad del NFAT5 en respuesta a l a 

estimulación de macrófagos por receptores tipo Toll 

Nuestros resultados muestran que la estimulación de macrófagos por ligandos de 

receptores tipo Toll inducen la expresión y activación del NFAT5. Éstos hallazgos 

identifican al NFAT5 como un nuevo regulador de la respuesta a los TLR. 

La estimulación de los TLR aumentó la actividad transcripcional del NFAT5. 

Todos los ligandos analizados activaron un gen reportero dependiente del NFAT5, 

tanto de forma aislada como en combinación con estrés hipertónico (figura  22).  

El efecto modesto, aunque reproducible, que los ligandos de los TLR ejercieron 

en la actividad del NFAT5, contrastado con la inducción de la proteína, mucho más 

acusada, fue llamativo. El gen reportero utilizado (Ore-Luc) está constituído por un 

fragmento del enhancer de la aldosa reductasa, un gen osmoprotector que está 

regulado por el NFAT5 en condiciones de estrés osmótico. Este gen reportero es 

adecuado para monitorizar la actividad del NFAT5 en respuesta a osmolaridad, pero 

es posible que no sea válido para medir la actividad del NFAT5 por otros tipos de 

estímulos. En nuestros experimentos, la actividad dependiente del NFAT5 se indujo de 

15 a 20 veces en respuesta a un estrés hipertónico, mientras que los ligandos de los 

TLR lo aumentaron sólo 2 veces en la línea de macrófagos RAW 264.7, en contraste 

con el aumento de expresión de la proteína, de al menos 10 veces (figura  22). 

Los dos estímulos que activan al NFAT5, la hipertonicidad y los TLR son 

marcadamente diferentes, teniendo en cuenta las quinasas que jugarían un papel en 

ellas. Se ha descrito que para la activación del NFAT5 por hipertonicidad son 

necesarias las quinasas p38, Fyn , ATM y PKA  (91-93). Aunque algunas de ellas 

(ATM, PKA) interaccionan con el NFAT5, no se ha demostrado que lo fosforilen 

directamente. Es posible que estas quinasas regulen otros factores que se unirían a 

las regiones promotoras de los genes activados. 

Para la ruta de los TLR, en cambio, las quinasas implicadas son IRAK1-4  e 

IKKαααα/ββββ (para el NF-κκκκB), TBK1/IKK εεεε (para el IRF3) y las MAPKs , incluida la p38 (para 

Jun/Fos, ver introducción). Aunque no sepamos qué sitios de fosforilación o qué vía de 

regulación afectarán al NFAT5 por esta ruta, es probable que sea diferente a la 

activación por estrés osmótico.  

La activación de genes que regulan la respuesta al estrés osmótico o a los TLR 

probablemente necesita de otros tipos de factores que cooperan con el NFAT5 de 

forma específica para cada estímulo, hecho que explicaría la divergencia entre 
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expresión y actividad transcripcional (medida con el reportero Ore-Luc) del NFAT5 

encontrados por estimulación de los TLR. 

El NFAT5 presentó unos niveles basales de expresión muy reducidos tanto en la 

línea murina RAW 264.7, como en esplenocitos o en los BMDM de ratón. Éstos 

aumentaron de forma notable al estimular las células con ligandos de los TLR. La 

inducción ocurrió tanto a tiempos cortos como largos y no fue específica de ningún 

miembro de la familia Toll, puesto que todos los ligandos analizados aumentaron la 

expresión del NFAT5 (Pam3CSK4, Zymosan A, pIC, LPS, Loxoribine y CpG DNA, 

figuras  22 y 23). 

Los análisis de mRNA en los BMDM muestran que la expresión del NFAT5 

también aumenta por estimulación de los TLR (figura  29). Para el estrés osmótico, 

aumenta tanto el mRNA como la proteína del NFAT5. Aunque se desconoce si la 

proteína se estabiliza, aumentando su vida media, se ha descrito  que la estimulación 

con hipertonicidad aumenta la estabilidad del mRNA del NFAT5, jugando un papel 

importante la región 5’ no traducida del mRNA (5’ UTR) (205). Es posible que esta 

región sea también necesaria para la estabilidad del mRNA del NFAT5 inducido por la 

vía de los TLR.  
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3. Función del NFAT5 en la expresión de genes induc idos en 

respuesta a los receptores tipo Toll 

Los experimentos para determinar los niveles de expresión de genes inducidos 

por la vía de los TLR, por RT-QPCR y genes reporteros, mostraron cómo varios de 

ellos eran regulados por el NFAT5.  La citoquina más afectada en células deficientes 

para el NFAT5 estimuladas con los ligandos del TLR3 y TLR4 fue la interleuquina 6, 

cuya expresión se redujo considerablemente tanto a tiempos cortos como largos 

(figura  30B). La inducción de COX2 y RANTES (éste último en menor medida) 

también fue reducida en el knockout (figura  30B-C). La interleuquina 12β y la iNOS 

también estaban afectadas (figura  30B-C y 25). Respecto a la iNOS, la reducción en 

los niveles del mRNA y la proteína en los BMDM NFAT5-/- coincidió con la disminución 

de la expresión y actividad del gen reportero en la línea RAW 264.7 en células 

transfectadas con un shRNA para el NFAT5 (figura  24A, 29B y 33B). 

Como muestran los resultados de las figuras  24, 25, 31 y 32, las diferencias a 

nivel del mRNA se observaron también a nivel de proteína para las citoquinas TNFα, 

IL6 e IL12β y para la iNOS. Los resultados más claros fueron para la iNOS y la IL6, 

que fueron los más sensibles a la ausencia del NFAT5. TNFα e IL12β se vieron 

afectados en menor medida.  

Para las citoquinas TNFα, IL6 e IL12β, su inducción se mostró más afectada en 

las células del knockout cuando se estimularon con ligandos de los TLR a bajas dosis. 

A dosis más elevadas del estímulo, en cambio, los BMDM deficientes para el NFAT5 

mostraron una capacidad de producción de citoquinas comparable a las wild type. 

Aunque la IL6 siguió siendo dependiente del NFAT5, la falta de este factor de 

transcripción no pareció ser decisiva para la expresión del TNFα y la IL12β (figura  31). 

Puesto que estas tres citoquinas están reguladas por el NF-κB vía TLR, una posible 

explicación a la observación de que la ausencia del NFAT5 causa defectos serios, 

notables a dosis bajas de estímulo podría ser que a bajas dosis el NF-κB se activase 

menos que el NFAT5 de manera que éste ejercería un papel fundamental en la 

regulación de estos genes (las dosis bajas utilizadas son capaces de activar a NF-κB) 

(206, 207). A dosis más elevadas, sin embargo, el NF-κB tendría mayor actividad 

transcripcional y al llegar al promotor sería éste el factor predominante. La falta del 

NFAT5 no sería entonces limitante en la transcripción génica. Experimentos futuros de 

inmunoprecipitación de cromatina del NF-κB y el NFAT5 estimulando con ligandos de 

los TLR  a diferentes dosis y tiempos podrán esclarecer esta cuestión.  
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Ensayos de inmunoprecipitación de cromatina sobre uno de los genes que se ha 

mostrado más dependiente del NFAT5, el de la iNOS, muestran que el NFAT5 se unió 

al promotor de la iNOS estimulando con pIC y LPS (figura  34 y datos no mostrados). 

Los resultados obtenidos en el análisis in vivo de producción de citoquinas por 

choque séptico en ratones deficientes para el NFAT5 han sido inesperados. Mientras 

que en los BMDM del knockout obtuvimos niveles inferiores del TNFα, IL6 e IL12β, la 

inyección de LPS peritoneal en ratones y posterior medida de citoquinas en suero ha 

dado como resultado mayores niveles del TNFα en ratones knockout respecto a los 

wild type. 

Este hecho podría tener varias posibles explicaciones:  

1) Efecto de la dosis. Los experimentos en los BMDM muestran que la ausencia 

del NFAT5 afecta de manera más pronunciada a la exposición del TNFα, IL6 e IL12β a 

dosis bajas de estímulo (tanto pIC como LPS), mientras que a dosis elevadas la 

producción no se vio afectada (para TNFα e IL12β). La dosis de LPS utilizada para la 

inducción del shock séptico es bastante elevada, 5 µg/ml (5 µg/g de ratón, asumiendo 

como aproximación 1 g = 1 ml), en comparación con el rango de 0,1-10 ng/ml en el 

que detectamos defectos en la producción del TNFα, IL6 e IL12β en los BMDM 

deficientes para el NFAT5. Experimentos posteriores con dosis inferiores podrían 

esclarecer esta cuestión. 

2) Efecto de la osmolaridad. Datos de nuestro laboratorio indican que el plasma 

de los ratones deficientes para el NFAT5 es hipertónico, hecho que podría afectar en 

la respuesta a LPS in vivo. Se ha descrito que el estrés osmótico es capaz de inducir 

la producción de IL6 en células del epitelio intestinal (208). También se ha visto un 

efecto sinérgico del estrés osmótico con moléculas derivadas de patogénos en la 

producción del TNFα o la IL-1β (209, 210). Es posible pues que la producción de 

citoquinas in vivo en ratones deficientes para el NFAT5 esté afectada por la 

hiperosmolaridad del plasma de estos ratones. 

3) Ratones deficientes alterados. Los ratones deficientes para el NFAT5 no sólo 

son hiperosmóticos si no que también presentan otros cambios fisiológicos y 

patológicos. Tienen elevada mortalidad perinatal y embrionaria, un tamaño reducido, 

problemas renales y alteraciones de la función tímica y del bazo. En este sentido 

presentan una capacidad de respuesta de la inmunidad adaptativa reducida: menor 

desarrollo de linfocitos T y B y reducción en la producción de anticuerpos dependiente 

de células T CD4 (75, 85). Recientemente se ha descrito un papel fundamental de la 

inmunidad adaptativa como regulador de la inmunidad innata (211, 212). Tanto los 
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linfocitos T CD4, CD8 como los reguladores son capaces de inhibir la producción del 

TNFα, IFNγ e IL6 inducidos por la vía de los TLR. La deficiencia en células T CD4 y 

CD8 en los ratones NFAT5-/- podría contribuir en una mayor inducción del TNFα en 

respuesta al choque séptico. 

4) Hay otros modelos animales que presentan respuestas inflamatorias similares, 

dependientes de la dosis de estímulo. Así, ratones deficientes para la proteína Tollip, 

que se ha descrito como un inhibidor del NF-κB y JNK en la vía de varios TLR (TLR2 y 

TLR4) presentan sin embargo una menor producción de citoquinas proinflamatorias 

(TNFα e IL6) en respuesta a dosis bajas de LPS (en macrófagos y células dendríticas) 

pero no a dosis altas (inducción de choque séptico) (213). Además, la presencia de 

CD14, un adaptador del TLR4 necesario para la respuesta a lipopolisacárido, se ha 

visto que es necesaria a dosis bajas de LPS pero no a dosis altas, indicando diferentes 

rutas de señalización activadas por LPS según sean éstas dependientes o no de 

CD14, hecho que podría ser importante para el NFAT5 (214).  

Nuestros datos proponen un modelo de activación del NFAT5 adaptado a 

situaciones de infecciones por patógenos más fisiológicas, en etapas tempranas de la 

infección o en condiciones de baja exposición a patógenos, mientras que en 

posteriores fases en las que la infección ha progresado o en condiciones patológicas 

de exposición a elevadas cantidades de patógenos la contribución del NFAT5 en la 

regulación del sistema inmunitario sería de menor relevancia. 
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4. El NFAT5 y la ruta de señalización por los TLR  

Uno de los aspectos que no han sido abordados en esta tesis por falta de tiempo 

es esclarecer la ruta de señalización a través de la cual el NFAT5 es activado por los 

TLR. Sin embargo, a partir de los resultados obtenidos podemos en principio sugerir o 

descartar ciertos adaptadores o quinasas. 

Un dato importante a tener en cuenta es que tanto la expresión como la actividad 

de la proteína se inducen en respuesta a todos los ligandos analizados, que activan al 

TLR1:2, TLR2:6, TLR3, TLR4, TLR7-8 y TLR9. 

Además, en la línea murina RAW 264.7 se ha visto que la inducción de la 

expresión de la iNOS es dependiente del NFAT5, también por todos los ligandos 

utilizados. Para el resto de genes analizados, utilizamos los ligandos del TLR3 y TLR4.  

Estos resultados sugieren que el estímulo que activa al NFAT5 puede ser 

transmitido a través del adaptador MyD88 en varios TLR, aunque para el TLR3 el 

adaptador involucrado sería TRIF. 

Como se ha descrito en la introducción (página 33) , MyD88 recluta las quinasas 

IRAK4 e IRAK1 que reclutan a su vez al adaptador TRAF6. Este adaptador promueve 

la activación de la quinasa TAK1 que activa a las IKKα/β, quinasas encargadas de 

fosforilar al IκB, el inhibidor del NF-κB, que posteriormente se degradará por la vía del 

proteasoma. TRAF3 también es reclutado por MyD88. 

Hay descritas en la literatura varias secuencias de unión para las proteínas 

TRAFs: 

(P/S/A/T)x(Q/E)E  y PxQxxD , siendo “x” cualquier aminoácido. Son las 2 

secuencias consenso de unión a las proteínas TRAF 1, 2, 3 y 5 (215, 216).   

PxQxS/T/D , secuencia de unión a TRAF 1, 2, 3 y 6 (217). 

PxExx(Ar/Ac) , siendo “Ar” un aminoácido aromático y “Ac” un aminoácido 

acídico. Se ha descrito como una secuencia de unión a TRAF6 (218). 

Como se puede observar en la figura  35, el NFAT5 presenta en su secuencia 

varias regiones susceptibles de ser sitios de unión a diversos TRAFs: 

1) En el extremo amino-terminal, antes del dominio de unión al DNA, presenta la 

secuencia PPEDLL , que coincide con la secuencia consenso de unión a TRAF6. 
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1 MGGACSSFTTSSSPTIYSTSVTDSKAMQVESCSSAVGVSNRGVSEKQLTSNTVQQHPSTP 

61 KRHTVLYISPPPEDLLDNSRMSCQDEGCGLESEQSCSMWMEDSPSNFSNMSTSSYNDNTE 

121 VPRKSRKRNPKQRPGVKRRDCEESNMDIFDADSAKAPHYVLSQLTTDNKGNSKAGNGTLE 

181 NQKGTGV---KKSPMLCGQYPVKSEGKELKIVVQPETQHRARYLTEGSRGSVKDRTQQGFPTV 

241 KLEGHNEPVVLQVFVGNDSGRVKPHGFYQACRVTGRNTTPCKEVDIEGTTVIEVGLDPSN 

301 NMTLAVDCVGILKLRNADVEARIGIAGSKKKSTRARLVFRVNIMRKDGSTLTLQTPSSPI 

361 LCTQPAGVPEILKKSLHSCSVKGEEEVFLIGKNFLKGTKVIFQENVSDENSWKSEAEIDM 

421 ELFHQNHLIVKVPPYHDQHITLPVSVGIYVVTNAGRSHDVQPFTYTPD---PAAAGALNVNVK 

481 KEISSPARPCSFEEAMKAMKTTGCNLDKVNIIPNALMTPLIPSSMIKSEDVTPMEVTAEK 

541 RSSTIFKTTKSVGSTQQTLENISNIAGNGSFSSPSSSHLPSENEKQQQIQPKAYNPETLT 

601 TIQTQDISQPGTFPAVSASSQLPNSDALLQQATQFQTRETQSREILQSDGTVVNLSQLTE 

661 ASQQQQQSPLQEQAQTLQQQISSNIFPSPNSVSQLQNTIQQLQAGSFTGSTASGSSGSVD 

721 LVQQVLEAQQQLSSVLFSAPDGNENVQEQLSADIFQQVSQIQSGVSPGMFSSTEPTVHTR 

781 PDNLLPGRAESVHPQSENTLSNQQQQQQQQQQVMESSAAMVMEMQQSICQAAAQIQSELF 

841 PSTASANGNLQQSPVYQQTSHMMSALSTNEDMQMQCELFSSPPAVSGNETSTTTTQQVAT 

901 PGTTMFQTSSSGDGEETGTQAKQIQNSVFQTMVQMQHSGDNQPQVNLFSSTKSMMSVQNS 

961 GTQQQGNGLFQQGNEMMSLQSGNFLQQSSHSQAQLFHPQNPIADAQNLSQETQGSLFHSP 

1021 NPIVHSQTSTTSSEQMQPPMFHSQSTIAVLQGSSVPQDQQSTNIFLSQSPMNNLQTNTVA 

1081 QEAFFAAPNSISPLQSTSNSEQQAAFQQQAPISHIQTPMLSQEQAQPPQQGLFQPQVALG 

1141 SLPPNPMPQSQQGTMFQSQHSIVAMQSNSPSQEQQQQQQQQQQQQQQQQQSILFSNQNTM 

1201 ATMASPKQPPPNMIFNPNQNPMANQEQQNQSIFHQQSNMAPMNQEQQPMQFQSQSTVSSL 

1261 QNPGPTQSESSQTPLFHSSPQIQLVQGSPSSQEQQVTLFLSPASMSALQTSINQQDMQQS 

1321 PLYSPQNNMPGIQGATSSPQPQATLFHNTAGGTMNQLQNSPGSSQQTSGMFLFGIQNNCS 

1381 QLLTSGPATLPDQLMAISQPGQPQNEGQPPVTTLLSQQMPENSPLASSINTNQNIEKIDL 

1441 LVSLQNQGNN LTGSF 

 

(P/S/A/T)x(Q/E)E    TRAF 1,2,3,5 binding site (Ye, H. et.al. 1999) 

PxExx(Ar/Ac)   TRAF 6 binding site (Wu, H. et.al. 2003) 

 

Figura 35 . Secuencia de aminoácidos del NFAT5 con los posibles  sitios de unión a 
proteínas TRAF . Encuadrado se muestra el dominio de unión a DNA (DBD). En la secuencia 
se muestran destacados (negrita y subrayados) los posibles sitios de unión a los diversos 
TRAFs descritos en la literatura (parte inferior, sequencias consenso de unión a los diversos 
TRAFs). X, cualquier aminoácido, Ar, aminoácido aromático. Ac, aminoácido acídico. 
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2) En el extremo carboxilo-terminal, posterior al dominio de unión al DNA, el 

NFAT5 presenta cinco secuencias, SFEE, PLQE, PSQE, ANQE y SSQE, que 

coinciden con una de las secuencias consensos de unión a diversos TRAFs descrita 

por Ye, H. y colaboradores en 1999. 

Teniendo en cuenta que tanto TRAF3 como TRAF6 son proteínas adaptadoras 

involucradas en la ruta de señalización de los TLR, no sería de extrañar que el NFAT5 

actuara en esta ruta por unión a estas proteínas mediante alguna de las secuencias 

encontradas. De confirmarse tal interacción, la hipótesis lógica sería que el NFAT5 

pudiera ser activado por alguna de las quinasas activadas por la vía, como IRAK1-4, 

TAK1, TBK1 o IKKε. 

El descubrimiento de la interacción o reclutamiento directo de estos TRAFs al 

NFAT5, junto con quinasas activadoras, no solamente podría aportar el mecanismo 

molecular por el cual el NFAT5 estaría siendo activado por los TLR, sino también la 

explicación al efecto diferencial de la dosis de estímulo en la dependencia de los 

genes proinflamatorios por el NFAT5.  
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5. El NFAT5 es un nuevo factor de transcripción reg ulador de la 

expresión génica mediada por los receptores tipo Toll 

Nuestros experimentos abren una nueva área en la regulación de la vía de los 

TLR. El NF-κB, junto con los IRF, son los que han sido más estudiados y 

caracterizados en la literatura. Hasta ahora el único factor de transcripción activado 

por el amplio abanico de la familia de los TLR que esté bien documentado es el NF-

κκκκB. Otros factores, como los miembros de la familia del IRF (IRF3-7) están más 

restringidos a ciertos miembros de los TLR, como el TLR3-4 para el IRF3 o el TLR7-9 

para IRF7 (111, 112, 219). Recientemente se ha descrito al IRF5 como un nuevo 

factor de transcripción esencial en la ruta de señalización de los TLR, de forma 

paralela al NF-κB, aunque está menos caracterizado (220). 

Así pues, nuestros resultados revelan que el NFAT5 se puede incluir entre los 

factores de transcripción que responden a un amplio espectro de moléculas 

patogénicas, de la misma forma que el NF-κB e IRF5. Además el papel que juega el 

NFAT5 en la regulación de citoquinas proinflamatorias por la activación de los TLR es 

relevante, a juzgar por los resultados de expresión de TNFα, IL6, IL12β, RANTES, 

COX2 e iNOS en los macrófagos deficientes para el NFAT5. 

Es necesario comprender la implicación funcional en la regulación de estos 

genes por el NFAT5. Un denominador común es que todos están incluidos en el 

control de la inmunidad innata (TNFα, IL6, iNOS y COX2) y adquirida (IL6, COX2 e 

IL12β). Así, viendo el amplio espectro de genes regulados por el NFAT5, éste jugaría 

un papel importante en la inmunidad de la defensa a patógenos en diversos puntos: 1) 

Inflamación general y respuesta inicial de la inmunidad innata (TNFα, RANTES, COX2, 

iNOS) y 2) Conversión y regulación de la inmunidad innata a la adquirida (IL6 e IL12β). 

Diversos estudios de infección con patógenos in vivo y en células primarias podrían 

llevarse a cabo para esclarecer la importancia funcional del NFAT5 en la vía de los 

receptores tipo Toll. 
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1) El NFAT5 es un nuevo factor de transcripción involucrado en la vía de los 
receptores tipo Toll. 

 
2) Estímulos activadores de los TLR 2:1, 2:6, 3, 4, 7-8 y 9 inducen la expresión y 

actividad del NFAT5 en los macrófagos derivados de médula ósea y en la línea de 
macrófagos murina RAW 264.7. 

 
3) La activación por los TLR 3 y 4 de las citoquinas proinflamatorias TNFα, IL6 e 

IL12β es dependiente del NFAT5. Los niveles de expresión del mRNA y producción de 
proteína en los BMDM deficientes para el NFAT5 es menor respecto a macrófagos 
control. Esta diferencia es más acentuada a dosis bajas de los ligandos de los TLR. 

 
4) La expresión y actividad de la iNOS activadas por los TLR es dependiente del 

NFAT5. Los niveles de expresión del mRNA y la proteína son inferiores en los BMDM 
deficientes para el NFAT5. Asimismo, la actividad del promotor de la iNOS inducida 
por ligandos de los TLR se inhibe en la línea RAW 264.7 transfectada con un RNA 
interferente para el NFAT5. 

 
5) El NFAT5 es capaz de unirse al promotor de la iNOS en BMDM estimulados 

con ligandos del TLR3 y TLR4, medido por ensayos de inmunoprecipitación de 
cromatina. 

 
6) Diversas rutas de señalización activadas por la vía de los TLR (actividad de 

gen reportero del NF-κB, degradación del IκB y fosforilación del p38, JNK y ERK), no 
están afectadas por la ausencia del NFAT5. 

 
7) Ensayos in vivo de inducción de choque séptico por LPS producen un 

aumento de liberación del TNFα en suero en ratones deficientes para el NFAT5.  
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