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NFATs: REGULACIÓN Y FUNCIÓN

NFAT es una familia de factores de transcripción,
descritos inicialmente en células del sistema inmu-
ne, integrada por al menos 5 miembros, 4 de los
cuales: NFAT1/NFATp, NFAT2/NFATc, NFAT3 y
NFAT4, también denominados NFATc2, NFATc1,
NFATc4 y NFATc3, respectivamente, se expresan en
el citoplasma de células en reposo1, 2 mientras que
el quinto miembro, NFAT5, se caracteriza por pre-
sentar una localización constitutivamente nuclear3.

Desde un punto de vista estructural, los distintos
NFATs, excluyendo NFAT5, son proteínas que pre-
sentan dos secuencias de gran homología entre los
diferentes miembros, y que son el dominio de unión
a ADN (DNA binding domain «DBD»), que a su vez
presenta una homología moderada con la DBD de
la familia de proteínas Rel (NFκB), y la región ho-
móloga para NFAT (NFAT homology region «NHR»),
situada en el extremo amino terminal de la proteí-
na, y que constituye su dominio principal de trans-
activación. Los NFATs expresados en el citoplasma
de células en reposo se translocan al núcleo tras la
activación celular, y allí forman un complejo com-
puesto por unidad citosólica, integrada por los pro-
pios miembros de la familia de NFAT, y otra unidad
nuclear que se asocia con estos miembros4 y que
puede estar formada por el factor de transcripción
AP1, cuya interacción con NFAT ha sido bien ca-
racterizada, aunque también se ha descrito asocia-
ción con los factores GATA4 y cMAF5. Funcional-
mente, NFAT juega un papel fundamental en la in-
ducción de la transcripción de algunos genes que
son críticos en la respuesta inmune. En un princi-

pio, NFAT se identificó en células T como un com-
plejo inducible que se unía al elemento de respuesta
a antígeno del promotor del gen de la interleucina
2 (IL-2)6. Hoy día se sabe que NFAT también está
implicado en la regulación de la expresión de otros
muchos genes, tanto dentro del sistema inmune,
como fuera de él. Así, está claramente determinado
su papel en la expresión de las citocinas IL2, IL,4,
TNF-α, GM-CSF, e IFN-γ en células T o de recepto-
res de superficie como FasL o CD40L, existiendo
también evidencias de su implicación en la regula-
ción de la expresión de IL-3 e IL-5 en células T, de
TNF-α en células B, o de IL-4 e IL-5 en mastocitos2.
Dado el papel central que estas citocinas desempe-
ñan en el control y desarrollo de funciones efecto-
ras y reguladoras del sistema inmune, es compren-
sible que la inhibición de NFAT y, por consiguien-
te, también de la expresión de los genes que regu-
la, tenga efectos tan dramáticos en el funciona-
miento del sistema inmune y conduzca a situacio-
nes de inmunosupresión.

La activación de NFAT requiere de señales inicia-
das por la movilización intracelular de Ca2+, y está
regulada por la acción de la fosfatasa calcineurina,
cuya actividad es muy dependiente del sistema
Ca2+/calmodulina (CaM) y es inhibida por acción de
las drogas inmunosupresoras ciclosporina A (CsA) y
FK506. La activación de la calcineurina conduce a
la desfosforilación de NFAT, altamente fosforilado en
el citoplasma de las células en reposo7, 8, lo que ori-
gina la exposición de las secuencias de localización
nuclear (NLS) y la consiguiente translocación del fac-
tor al núcleo celular, donde se une a elementos es-
pecíficos en el ADN, activando así la transcripción
génica6. Una vez que se ha desfosforilado y trans-
locado al núcleo, NFAT necesita una estancia soste-
nida para transactivar los genes que regula. Dicha
estancia en el núcleo vendría determinada por la du-
ración de la elevación de los niveles de Ca2+ intra-
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celular aunque, por otro lado, también estaría con-
dicionada por la activación de determinadas quina-
sas que promoverían su refosforilación y consi-
guiente exportación al citoplasma, en un proceso en
el que, como se ha descrito para NFAT29, NFAT410

y nuestro grupo ha caracterizado para NFAT1, pare-
ce estar implicada la molécula exportadora CRM1.

La importancia de NFAT no se circunscribe a la
regulación de procesos de activación de linfocitos.
Así, se ha descrito la implicación de esta familia de
factores de transcripción en procesos relacionados
con la morfogénesis de las válvulas cardíacas en ver-
tebrados, proceso que no tiene lugar en ratones de-
ficientes en la expresión del miembro NFAT2, por lo
que mueren durante el desarrollo embrionario11. Por
otro lado, en ratones transgénicos donde se expre-
san formas activadas de NFAT3 o calcineurina, tiene
lugar hipertrofia y fallo cardíaco, que se previenen
con dosis altas de ciclosporina12. Asimismo, nuestro
grupo ha identificado recientemente que NFAT se re-
gula en endotelio por estímulos proangiogénicos
como el factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF), donde juega un papel importante en el con-
trol de la expresión de genes como el del factor ti-
sular (TF)13 o el de la ciclooxigenasa 2 (COX2).

LAS DROGAS INMUNOSUPRESORAS FK506
Y CICLOSPORINA A

CsA y FK506 son drogas inmunosupresoras am-
pliamente usadas en trasplantes. Sus propiedades in-
munosupresoras se deben básicamente a su capa-
cidad de inhibir tanto la transcripción de factores
de crecimiento de las células T, como es el caso de
la IL-2, como de otros genes de citocinas impor-
tantes y de algunos ligandos de moléculas de su-
perficie, cuya expresión es fundamental para que se
produzca una respuesta inmune eficaz. Aunque es-
tructuralmente estas drogas son completamente di-
ferentes, ambas inhíben, en último término, la ex-
presión de citocinas de un modo análogo14; tanto
CsA como FK506 actúan por interacción directa con
sus receptores intracelulares; ciclofilina A (CyA) y
FKBP (FK506 binding protein), respectivamente, co-
nocidos colectivamente con el nombre de inmuno-
filinas, receptores que, al igual que los propios li-
gandos, tampoco comparten similitud estructural. A
pesar de estas diferencias, tanto ciclofilina como
KFBP poseen actividad peptidil-prolil cis-trans iso-
merasa, actividad enzimática que cataliza el proce-
so de isomerización cis-trans de los residuos de pro-
lina en sustratos polipeptídicos15. Esta actividad iso-
merasa es inhibida por CsA y FK506, lo que, en
principio, sugirió que dicha actividad podría jugar

un papel directo en la cascada de activación de las
células T, probablemente catalizando el plegamien-
to de un intermediario inactivo a su forma activa.
Estudios posteriores determinaron que la interacción
de CsA y FK506 con las inmunofilinas da lugar a
la formación de un complejo que actúa interfirien-
do con la serina-treonina fosfatasa calcineurina, y
que es la inhibición de la translocación y activa-
ción transcripcional de NFAT, la principal respon-
sable de la capacidad inhibidora de ambas drogas14.
Aunque el uso de CsA y FK506 ha representado un
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Fig. 1.—NFATs: distintos miembros e isoformas. En este esquema
se muestran los miembros conocidos de NFAT con las isoformas
generadas por «splicing» alternativo de sus ARNm respectivos. Se
indican las regiones de mayor homología entre los distintos
miembros: la DBD o dominio de unión al ADN, muy conserva-
da entre las distintas proteínas NFAT, y la NHR o región de ho-
mología de NFAT, que constituye el principal dominio regulador
de la proteína. Dicha secuencia contiene tanto el sitio de unión
a calcineurina (PxIxIT), como gran número de los residuos de se-
rina que son desfosforilados por la calcineurina. El dominio NHR,
si bien comparte menos homología entre los residuos de las dis-
tintas proteínas de la familia que la existente en la región DBD,
muestra una serie de secuencias concretas, ricas en serina y pro-
lina, altamente conservadas entre los miembros 1 al 4, y que no
se han encontrado en otras proteínas. Por su parte, NFAT5, tiene
una DBD análoga a la que presentan los otros miembros, pero
no posee región reguladora de respuesta a calcineurina. En su
lugar muestra una región carboxilo terminal muy larga y rica en
glutamina, y una región amino terminal más corta, que contiene
una secuencia de localización nuclear bipartita. Estas caracterís-
ticas específicas convierten a NFAT5 en una proteína constituti-
vamente nuclear, tanto en células en reposo como en células ac-
tivadas. El resto de los dominios de NFAT guardan en general
poca homología entre las distintas formas de la familia.



importante avance en el campo de los trasplantes,
estas drogas presentan importantes efectos secun-
darios derivados de su efecto desactivador de la cal-
cineurina, como son por ejemplo su toxicidad renal
y hepática6, 15. Ello dificulta o desaconseja su uso
en otras patologías que requieren una terapia in-
munosupresora, como es el caso de enfermedades
autoinmunes, o procesos alérgicos o de inflamación.
Debido al papel fundamental de NFAT en la regu-
lación de la expresión de genes críticos para la res-
puesta inmune, y teniendo en cuenta que los efec-
tos inmunosupresores de CsA y FK506 se derivan
de su capacidad de inhibición de dicho factor de
transcripción, la caracterización de los componen-
tes implicados en las rutas de regulación de la lo-
calización subcelular de NFAT, puede ayudar a
identificar posibles nuevas dianas terapéuticas en el
proceso de inmunosupresión. Ello podría abrir nue-
vas perspectivas en la búsqueda de drogas inmu-
nosupresoras alternativas que, aunque también es-
tuvieran basadas en la inhibición del proceso de ac-
tivación de NFAT, no interfiriesen con la actividad
fosfatasa de la calcineurina.

ESTRATEGIAS PARA LA IDENTIFICACIÓN
DE NUEVAS DIANAS EN INMUNOSUPRESIÓN

Estudios previos de nuestro grupo determinaron
que los ditiocarbamatos (DTCs), potentes agentes an-
tioxidantes, conocidos por su capacidad de inhibir
NFκB y activar AP116-18 eran capaces de inhibir efi-
cientemente la transactivación de genes dependien-
tes de NFAT, así como la unión de éste al ADN, a
través de mecanismos diferentes a los mediados por
CsA y FK50619. Un estudio más exhaustivo de su
mecanismo de acción reveló que los DTCs no inhi-
bían la actividad fosfatasa de la calcineurina ni la
translocación al núcleo del factor, sino que inducían
una rápida exportación de NFAT al citoplasma en
células activadas y tratadas con el antioxidante
PDTC (pirrolidín ditiocarbamato). Esto sugería que la
acción inhibidora de estos agentes se debía a que
promovían un tránsito rápido de NFAT por el nú-
cleo, insuficiente para ejercer sus funciones transac-
tivadoras. Mediante experimentos de Western Blot
detectamos que la movilidad electroforética del fac-
tor, una vez exportado aceleradamente al citoplas-
ma en las células tratadas con PDTC, disminuía con
respecto a la movilidad observada en células en re-
poso, lo que podría ser debido a modificaciones
post-transcripcionales basadas en una hiperfosforila-
ción del mismo. Estas observaciones apuntaban a
una posible implicación de determinadas quinasas,
que fueran dianas de los DTCs y que mediasen en

el mecanismo de relocalización citoplasmática ace-
lerada de NFAT19. En este contexto, habíamos ob-
servado previamente que las MAPKs p38 y JNK, fos-
forilaban in vitro al factor NFAT en respuesta al tra-
tamiento con PDTC. Puesto que el PDTC ejercía un
claro efecto inhibidor sobre la actividad de NFAT, la
identificación de los mecanismos moleculares res-
ponsables de este efecto inmunosupresor del PDTC,
podría ayudar a identificar nuevos mecanismos y
dianas de inmunosupresión. Por ello, nos plantea-
mos estudiar si la activación de estas quinasas de la
familia de las MAPKs, ejercía algún papel sobre la
regulación de la localización subcelular de NFAT en
células activadas o inducía efectos similares a los
observados con los DTCs. Así, determinamos que la
activación de la ruta de p38 se opone a la locali-
zación nuclear de NFAT1 inducida por un aumento
de la concentración de Ca2+ intracelular, mientras
que la activación de esta ruta no parece ejercer efec-
to alguno sobre la localización subcelular de NFAT2.
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Fig. 2.—Modelo general de las vías de señalización de las MAP
quinasas en mamíferos. En la figura se representan las rutas de
señalización que conducen a la activación de las MAPKs (mito-
gen-activated protein kinases) ERK 1 y 2 (extracellular regulated
kinases), JNKs/SAPKs (c-jun N-terminal kinases/stress activated
protein kinases) y p38/HOG. La activación de las MAPKs está me-
diada por una serie de reacciones en cascada, en la que cada
MAPK es fosforilada por parte de una MAPKK superior a ella en
la ruta de señalización, y que es a su vez fosforilada por una ter-
cera quinasa, MAPKKK, encargada de acoplar la señal proceden-
te de la membrana. Estas señales se transmiten de forma diferen-
te dependiendo del tipo celular y del estímulo, si bien suelen im-
plicar la participación de otras quinasas, proteínas adaptadoras y
GTPasas como Ras y Rac. La activación de las MAPKs ERK, JNK
y p38 conduce, normalmente, a su posterior translocación al nú-
cleo donde pueden integrar señales procedentes de distintas rutas
mediante la fosforilación de factores de transcripción que regulan
programas específicos de expresión génica.



Aunque, como en el caso de p38, hemos detectado
asociación in vivo de JNK1 y NFAT1, la activación
de la ruta de la JNK no tiene efecto sobre la loca-
lización subcelular de NFAT1 ni de NFAT2, miem-
bro muy parecido a NFAT1 en las zonas regulado-
ras de la NHR. En cualquier caso, el hecho de que
JNK se asocie y fosforile a NFAT1 apunta a que la
actividad de dicha quinasa pudiera ejercer alguna
función en la compleja regulación de NFAT1, pro-
bablemente a nivel de su capacidad transactivado-
ra. Aun así, no podemos descartar que JNK desem-
peñe algún papel en la regulación de la localización
subcelular de NFAT1, pero en conjunción con otros
elementos reguladores. En cuanto a la MAPK ERK,
su activación no tiene efecto sobre el proceso nor-
mal de exportación/importación nuclear de NFAT in-
ducido en respuesta a la movilización de calcio. Por
otro lado, mediante el uso de leptomicina B, meta-
bolito fúngico inhibidor selectivo de la proteína ex-
portadora CRM1, hemos determinado la implicación
de dicha molécula en la exportación nuclear de
NFAT1, al igual que ya fue descrito para NFAT29 y
NFAT410. Futuros estudios podrán esclarecer si esta

exportina puede ser una diana terapéutica para la
acción de drogas que al inducir su activación con-
dujeran a la aceleración de la salida de NFAT del
núcleo, con los consiguientes efectos inmunosupre-
sores que esto ocasionaría.

De forma paralela, otros grupos han llevado a
cabo estudios que han arrojado luz para el diseño
de nuevas drogas inmunosupresoras que tienen
como diana, bien sea directa o indirectamente,
NFAT. Así, mediante la técnica del sistema de doble
híbrido (two hybrid system) se identificó una aso-
ciación entre JNK y NFAT4; más tarde, estudios fun-
cionales demostraron que la activación de JNK, por
sobreexpresión de MKK7 en células BHK estimula-
das con calcineurina activada, conducía a la exclu-
sión nuclear de NFAT420. Posteriormente, se identi-
ficaron la caseina quinasa1α (CK1α) y la MEKK1
como quinasas efectoras en la regulación de la lo-
calización subcelular de NFAT4, por su capacidad
de inhibir directa e indirectamente, respectivamen-
te, la translocación del factor al núcleo21. Asimismo,
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Fig. 4.—Modelo del papel de p38 y CRM1 en la relocalización
subcelular de NFAT1. NFAT1 se encuentra altamente fosforilado en
el citoplasma de las células T en reposo, donde formaría parte de
un complejo que incluiría a la calcineurina y a la MAPK p38. Tras
la estimulación celular y elevación del Ca2+ intracelular, se gene-
rarían una serie de señales que en último término conducirían a
un incremento mantenido de los niveles intracelulares de Ca2+. Esto
permite la unión de la calmodulina (CaM) a la calcineurina (CnA
y CnB), con lo que se produce su activación, lo que daría lugar a
la desfosforilación de NFAT1 y a la exposición de las secuencias
de localización nuclear (NLS). Una vez desfosforilado, el comple-
jo NFAT1-calcineurina-p38 se transloca al núcleo, donde la calci-
neurina mantiene activo a NFAT1 mientras los niveles de Ca2+ están
elevados. Cuando cesa la señal de calcio, NFAT1 es refosforilado
por p38 y es exportado al citoplasma por un mecanismo en el cual
participa la proteína exportadora CRM1. Esta molécula compite con
la calcineurina por su sitio de unión a NFAT, la secuencia NES (nu-
clear export sequence), de modo que sólo podrá unirse y exportar
NFAT una vez que se ha apagado la señal del Ca2+ y la calcineu-
rina inactiva se ha disociado del factor.

Fig. 3.—Mecanismos de inhibición de NFAT por CsA y FK506.
La movilización de calcio intracelular en respuesta a estímulos
activadores conduce a la activación de la fosfatasa calcineurina,
dependiente del sistema calcio/calmodulina. La calcineurina des-
fosforila a NFAT, que se transloca al núcleo donde permanece
hasta que cesa la señal de Ca2+ y entonces se exporta al cito-
plasma en un proceso mediado por determinadas quinasas y asis-
tido por la molécula exportadora CRM1. La activación de NFAT
es un proceso inhibible por las drogas inmunosupresoras CsA y
FK506. Estas dos moléculas actúan por interacción con sus re-
ceptores intracelulares, ciclofilina A y FKBP, respectivamente,
dando lugar a un complejo capaz de interaccionar con la calci-
neurina e inhibir su actividad fosfatasa, lo que imposibilita la
translocación de NFAT y la consecuente inhibición de la expre-
sión de genes activados por este factor de transcripción.



se ha implicado a la quinasa GSK3 (glucógeno sin-
tasa quinasa) en el proceso de exportación del nú-
cleo de NFAT3 y NFAT2 en neuronas del hipocam-
po y en células COS transfectadas, respectivamen-
te22, 23.

Actualmente se están llevando a cabo otro tipo
de abordajes que, si bien también dirigidos a inhi-
bir la activación de NFAT sin afectar a la actividad
de la calcineurina, basan su estrategia en la inter-
ferencia con la unión específica de NFAT y calci-
neurina. Para ello se ha recurrido a la construcción
de librerías combinatoriales de péptidos basados en
la secuencia crítica de anclaje de la calcineurina a
NFAT, cuyo consenso se ha establecido para todos
los miembros del grupo como PxIxIT, donde x son
2 aminoácidos cualesquiera24. De entre los pépti-
dos de estas librerías, se han seleccionado aquéllos
capaces de unirse a la calcineurina con una afini-
dad muy superior a la que presenta el péptido con
la propia secuencia consenso. De este modo, se
consiguen moléculas que compiten eficazmente con
el propio NFAT por la unión a calcineurina, de
forma tal que se impide la interacción factor/calci-
neurina y, por tanto, la activación de NFAT, man-
teniéndose inalterada la actividad fosfatasa de la
calcineurina, lo que si bien conduce a la inhibición
de la expresión de citocinas mediada por NFAT, no
afecta a la regulación de otras proteínas depen-
dientes de la calcineurina25.

Las drogas inmunosupresoras CsA y FK506 llevan
en uso más de una década para el tratamiento de
trasplantes, y hoy día continúan siendo el trata-
miento elegido en dichos casos. Si bien su descu-
brimiento ha supuesto un gran avance, también es
cierto que, hoy por hoy, estamos en disposición de
explorar estrategias experimentales que nos permi-
tan localizar nuevas dianas en inmunosupresión que
faciliten el diseño racional de inmunosupresores más
potentes y que presenten menos efectos secundarios.
De esta manera, se han desarrollado diversas estra-
tegias que convergen en un punto común, que es la
inhibición del factor de transcripción NFAT, un
campo de estudio que muy probablemente rendirá
nuevas moléculas inmunosupresoras no sólo para su
uso en terapias post-trasplantes, sino también en en-
fermedades autoinmunes, alergias o procesos de in-
flamación.
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