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Resumen 
 

 

Se denominan FKBPs (por FK506 binding proteins) a una subfamilia de proteínas 

pertenecientes a la familia de las inmunofilinas (IMMs). Las FKBPs son capaces de unir 

al macrólido inmunosupresor FK506, y como toda IMM de la familia, también se 

caracterizan por presentar un dominio que posee actividad enzimática de peptidil-prolil 

(cis/trans) isomerasa (PPIasa). La actividad enzimática de PPIasa favorece su acción 

biológica de chaperona molecular sobre proteínas plegadas. Es decir, las IMMs pueden 

funcionar como interruptores moleculares y generar consecuentemente cambios en 

diferentes vías de señalización. Esta capacidad las convierte en posibles blancos 

farmacológicos para modular diversos procesos biológicos, y en objeto de estudios 

prometedores dentro del campo de las ciencias biológicas y biomédicas. La droga 

FK506, además de tener acción inmunosupresora, inhibe la actividad enzimática 

intrínseca de PPIasa de las FKBPs cuando se encuentra en asociación con el dominio 

PPIasa. Este dominio es característico de la familia de las IMMs, y aquellos miembros 

de alto peso molecular poseen motivos adicionales que les confieren funciones 

biológicas complementarias. Este trabajo de tesis doctoral se centra en el estudio de dos 

FKBPs de alto peso molecular, FKBP51 y FKBP52. Ambas IMMs, cuentan con 

repeticiones de secuencias tetratricopeptídicas repetidas en tándem (los dominios TPR) 

que les posibilitan interactuar con proteínas de choque térmico tales como la Heat-Shock 

Protein de 90-kDA, Hsp90, una chaperona que forma heterocomplejos multiméricos con 

una gran variedad de proteínas-cliente, muchas de ellas esenciales para vida. 

FKBP51 y FKBP52 fueron las primeras IMMs de su subfamilia en ser identificadas 

como moduladoras de los receptores de esteroides (RE). Nuestro laboratorio ha 

participado en el estudio y el esclarecimiento del mecanismo de regulación de los RE por 

proteínas FKBPs y Hsps. En tal sentido, FKBP51 y FKBP52 han sido reconocidas como 

necesarias para el control de la actividad los receptores de andrógenos (AR), estrógenos 

(ER), glucocorticoides (GR), progesterona (PR) y mineralocoriticoides (MR). A pesar de 

que FKBP51 y FKBP52 presentan una alta identidad de secuencia y similitud estructural, 

en general desempeñan roles antagónicos en la regulación de la acción biológica de los 

RE. FKBP52 es un regulador positivo de los RE; mientras que FKBP51 funciona como 

regulador negativo (con excepción de AR que es estimulado por ambas FKBPs por igual). 
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El modelo general de activación de los RE indica que, en ausencia de hormona, el 

receptor se encuentra mayoritariamente en el citoplasma. El heterocomplejo del que 

participa está formando por las chaperonas Hsp90 y Hsp70, junto con proteínas co-

chaperonas como FKBP51. En presencia de hormona, se desencadenan una serie de 

cambios en la composición del heterocomplejo, que involucran el intercambio de FKBP51 

por FKBP52 en el sitio aceptor del dímero de Hsp90 unido a los RE. FKBP52 es reclutada 

por la unión del esteroide e interactúa con la proteína motora dineína, lo cual posibilita el 

transporte activo del heterocomplejo al núcleo y, en consecuencia, la regulación de la 

expresión genes de respuesta a hormonas esteroideas. Debido a que mutantes del factor 

proapoptótico p53 poseen una localización primariamente citoplasmática en células no 

estimuladas y se asocian a Hsp90, primero se planteó la posibilidad y luego se demostró 

que las mutantes de p53 son reguladas de manera análoga a los RE.  El modelo de 

transporte propuesto por nuestro laboratorio para la activación de los RE y p53 nos llevó 

a pensar en la posibilidad de que otros factores de transcripción que presenten un 

requerimiento de relocalización subcelular equivalente como parte de su mecanismo de 

acción, podrían llegar a utilizar la misma maquinaria molecular asociada a las IMMs. Es 

así que, de forma análoga a los RE, el factor de transcripción NF-B se encuentra inactivo 

en el citoplasma y es trasportado en forma activa al núcleo por el complejo motor de 

dineína/dinactina, siendo por ende un candidato interesante para analizar. NF-B es un 

factor de transcripción dimérico que cumple un rol crítico en la regulación de la 

inflamación, inmunidad, proliferación celular, diferenciación, desarrollo y supervivencia. 

Su desregulación se encuentra asociada a patologías inflamatorias, enfermedades 

neurológicas, y principalmente, a tumores sólidos y neoplasias hematológicas. El dímero 

más abundante y activo de NF-B en mamíferos está formado por las subunidades 

RelA/p65 y p50. Dadas las evidencias arriba comentadas con los RE, por los 

experimentos preliminares que resultaron positivos, y la experiencia previa del 

laboratorio en el estudio de IMMs, nos planteamos la hipótesis de que FKBP51 y FKBP52 

podrían regular la función biológica de NF-B.  

Los hallazgos alcanzados a lo largo de esta tesis demostraron que FKBP52 tiene 

un efecto estimulante sobre la acción biológica de NF-B. FKBP52 participa de diferentes 

hitos en la activación del factor de transcripción e interactúa con la subunidad p65. 

Asimismo, resultados obtenidos con mutantes puntuales de FKBP52 sin actividad 

enzimática y por inhibición farmacológica de la actividad PPIasa, han demostrado que la 
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acción de FKBP52 sobre NF-B es dependiente de su actividad enzimática, una 

regulación que se evidenció tanto en fibroblastos embrionarios como en células Jurkat 

de leucemia linfoblástica aguda.  

De forma análoga a lo descubierto para los RE, este trabajo contribuyó a 

demostrar que FKBP51 es un modulador negativo de NF-B y que es capaz de 

interactuar con la subunidad p65, tanto en células Hek293T como en Jurkat. A diferencia 

de lo evidenciado para FKBP52, la actividad PPIasa de FKBP51 no participa de la 

regulación del factor de transcripción, sino la IMM en sí misma. En estudios previos del 

laboratorio, se había demostrado que FKBP51 es un nuevo factor mitocondrial con 

propiedades antiapoptóticas. En línea con esos antecedentes, los experimentos 

realizados en esta tesis demostraron que FKBP51 es un actor estimulante de la 

proliferación y la supervivencia celular. No obstante, en esta tesis también se demuestra 

que estos efectos podrían ser la consecuencia de la acción de las IMMs sobre otra familia 

de factores de transcripción como los de la familia E2F, los que actúan de manera 

coordinada con NF-B regulando a genes involucrados en la progresión de ciclo celular 

y apoptosis.  

Los descubrimientos realizados en este trabajo doctoral proponen que la actividad 

PPIasa de FKBP52 podría ser un blanco farmacológico para inhibir la acción de NF-B 

con un fin terapéutico en aquellas patologías donde la activación de este factor de 

transcripción se encuentre desregulada. Adicionalmente, se formula que FKBP51 

muestra en general propiedades como agente pro-proliferativo y antiapoptótico.  

 

Palabras clave:  
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Title: Study of high molecular weight immunophilins as 

modulators of the biological action of NF-B 

Abstract  
 

FK506 binding proteins (FKBPs) belong to a group of immunophilins (IMMs) 

capable of binding the immunosuppressive macrolide FK506. IMMs are characterized for 

having peptidyl-prolyl (cis/trans) isomerase (PPIase) enzymatic activity. The enzymatic 

activity of PPIases allows IMMs to act as molecular chaperones of folded proteins. For 

this reason, IMMs can function as molecular switches and modify different signaling 

pathways. This ability transforms this family of proteins into possible pharmacological 

targets to alter various biological processes and a promising object of study for biological 

and biomedical sciences. Besides having immunosuppressant action, when FK506 is 

associated to FKBPs, it functions as a potent inhibitor of their intrinsic PPIase activity. 

High molecular weight FKBPs have at least one domain with the characteristic 

enzymatic PPIase activity of their family of proteins, and additional motifs that can grant 

them supplementary biological functions. This PhD thesis is focused on the study of two 

specific high molecular weight FKBPs, FKBP51 and FKBP52. Both IMMs, have 

tetratricopeptide domains (TPR), additional to their domain with enzymatic activity that 

confers them the ability to interact with heat shock proteins (Hsps). 

FKBP51 and FKBP52 have been the first proteins of their family to be identified as 

regulators of the biological action of steroid receptors (SR). Our laboratory has 

participated in the study and the enlightenment of the regulation of SR by FKBPs and 

Hsps. Thus, FKBP51 and FKBP52 have been recognized as necessary actors for the 

control of the activity of the androgen (AR), estrogen (ER), glucocorticoid (GR), 

progesterone (PR) and mineralocoriticoides (MR) receptors. In general, although 

FKBP51 and FKBP52 have high identity of sequence and structural similarity, they 

perform antagonist roles in the regulation of the SR action. While FKBP52 is a positive 

regulator of the SR, FKBP51 functions as a negative regulator (except for AR that is 

stimulated equally by both IMMs). The accepted model for the activation of de SR, 

indicates that in absence of hormone, the receptor forms an heterocomplex that is mostly 

located in the cytoplasm. The heterocomplex is formed by the chaperones Hsp90 and 

Hsp70, in association to co-chaperones like FKBP51. After the stimulation with hormone, 
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several changes in the complex composition are triggered that involve the exchange of 

FKBP51 by FKBP52. FKBP52 interacts with the motor protein dynein, thus allowing the 

active transport of the SR to the nucleus and the regulation of gene expression by steroid 

hormones. 

The proposed model by our laboratory for the activation of the SR lead to the idea 

that it could be possible that other transcription factors showing a similar subcellular 

translocation process, may use the same molecular mechanism as the SR. Analogously, 

to the SR, the transcription factor NF-B is inactive in the cytoplasm and is actively 

transported to the nucleus by the motor complex dynein/dynactin. NF-B is a dimeric 

transcription factor that has a critical role in the regulation of inflammation, immunity, 

cellular proliferation, differentiation, development and survival. Its deregulation is 

associated to inflammatory pathologies, neurological diseases, and mainly, solid tumors 

and hematological malignancies. The most abundant and active dimer of NF-B in 

mammals is formed by the subunits RelA/p65 and p50. 

Altogether, the known evidences and the previous experience of the laboratory in 

the study of IMMs lead to propose the hypothesis of this PhD thesis that postulates that 

FKBP51 and FKBP52 regulate the biological action of NF-B. 

The findings reached throughout this thesis demonstrate that FKBP52 has a 

positive effect over the biological action of NF-B. This IMM participates in different 

hallmarks in the activation of the transcription factor, and it interacts with the subunit p65. 

Likewise, the results obtained with point mutants of FKBP52 without enzymatic activity 

and with the pharmacological inhibition of the PPIase activity, have demonstrated that the 

action of FKBP52 on NF-B depends on its enzymatic activity. Most of these results also 

suggest that this regulation is present in the two human cell lines used in this work, 

Hek293T (embryonic fibroblasts) and Jurkat (acute T cell leukemia). 

Analogously to that discovered for the SR, this work has contributed to 

demonstrate that FKBP51 is a negative modulator of NF-B in Hek293T cells and is 

capable of interacting with p65 subunit, both in Hek293T cells and Jurkat. Besides the 

findings made for FKBP52, the PPIase activity of FKBP51 does not participate in the 

regulation of the transcription factor.  The experiments performed also showed that the 

IMM FKBP51 is a stimulating factor of cellular proliferation and survival. These effects 

could be a consequence of the findings made in this thesis about another family of 

transcription factors that regulate cell cycle progression and apoptosis in coordinate 
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fashion with NF-kB, the family E2F. 

. The discoveries made in this PhD work propose that the PPIase enzymatic 

activity of FKBP52 could be a new pharmacological target for the inhibition of NF-kB with 

a therapeutic goal in those pathologies where this transcription factor is deregulated, 

especially in hematological neoplasms. Additionally, it is postulated that FKBP51 might 

be pro-proliferative and antiapoptotic agent. 

 

  

Key words: 
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Abreviaturas  
 

ADN: ácido desoxirribonucleico 

AR: Receptor de andrógenos 

ARN: ácido ribonucleico 

ARNm: ARN mensajero 

BSA: seroalbúmina bovina 

CC50: Concentración citotóxica 50% 

CFSE: carboxi-fluoresceína succinimidil éster 

CHIP: Carboxyl terminus of Hsc70-Interacting Protein 

ChIP:Chromatin Immunoprecitiptation  

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium 

E2F: Factor de transcripción E2F 

ER: Receptor de estrógenos. 

ES: Error estándar 

EST: Estaurosporina.  

FKBP51: FK506 binding protein 51 kDa.  

FKBP52: FK506 binding protein 52 kDa. 

FKBPs: FK506 binding proteins 

GADPH: Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa 

GR: Receptor de glucocorticoides 

hFKBP: FKBP humana 

Hsp70: Heat shock protein of 70 kDa. 

Hsp90: Heat shock protein of 90 kDa. 

IKK: IB kinase, quinasa de IB.  

IB: Inhibitor of B 

IMM: Inmunofilina 

ING-4: Inhibitor of growth protein 4  

LPS: lipopolisacárido 

M: Mouse 
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MKRN: Makorin ring-zinc-finger protein 

MMP-9: Metaloproteasa 9 

MR: Receptor de mineralocorticoides 

MTT: sal bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol 

NF-B: Nuclear factor - B.  

nt: nucleótidos 

pIB: Inhibitor of B fosforilado 

p-p65 ser536:  factor de transcripción p65 fosforilado en serina 536. 

PCR: Protein Chain Reaction, Reacción en cadena de polimerasa.  

PMA: forbol-12-miristato-13-acetato  

PPAR-: Peroxisome Proliferator Activated Receptor  

PPIasa: peptidil-prolil isomerasa 

PR: Receptor de progesterona 

qPCR: PCR cuantitativa. 

R: Rabbit 

Rapa: rapamicina 

RE: receptores de esteroides 

RIN: RNA Integrity Number 

RMN: Resonancia Magnética Nuclear 

Rpm: revoluciones por minuto 

RPMI: Roswell Park Memorial Institute medium 

RSK1: Ribosomal S6 Kinase 1 

ser536: serina 536 

shRNA: short hearpin ARN 

SOCS1: Suppressor Of Cytokine Signaling 1 

TNF-α: Tumor necrosis factor -  

TPR: Tetratricopeptide repeat, Repeticiones de tetratricopéptidos.  

U.A: unidades arbitrarias 

 



Introducción 

 

 18 

Introducción 
 

 Las proteínas pertenecientes a la subfamilia de inmunofilinas FKBPs (FK506-binding 

proteins) integran una familia más amplia de proteínas con actividad enzimática de 

peptidil-prolil-(cis/trans)-isomersa, las que además unen drogas inmunosupresoras, y de 

ahí su nombre de inmunofilinas.  

Inmunofilinas 

Las inmunofilinas son una familia de proteínas intracelulares que se caracterizan 

por unir drogas inmunosupresoras, a partir de las cuales reciben su nombre. El dominio 

que une a la droga tiene además la propiedad de poseer actividad enzimática de peptidil-

prolil (cis/trans)-isomerasa (PPIasa), la que se ve inhibida en presencia de la droga 

inmunosupresora. La mayoría de los enlaces peptídicos presentan una conformación 

dominante en trans como consecuencia de impedimentos estéricos que ocurren entre 

los carbonos α si la conformación fuera cis. Por el contrario, la cadena lateral circular de 

los residuos de Prolina permite tanto una conformación cis como trans del enlace 

peptídico que le precede, el cual típicamente se encuentra en una relación 20% cis a 

80% trans (1). La isomerización cis/trans del enlace peptídico precedente a una prolina 

(o enlace X-Pro, ver Figura I.1) es un paso limitante del plegamiento proteico catalizado 

por proteínas con actividad de PPIasa que no requiere gasto de ATP ni la unión de 

cofactores (1-3). Como consecuencia de la acción de proteínas con actividad PPIasa, se 

modifica el plegamiento de proteínas-cliente que incluyen péptidos nacientes y proteínas 

maduras. El cambio conformacional inducido puede tener un efecto importante sobre la 

actividad biológica de las proteínas-cliente con las que la IMM interactúa, y/o sobre su 

interacción con otros factores cuando la IMM forma parte de complejos oligoméricos (2, 

3).  

 

Figura I.1: Isomerización cis/trans de 

un enlace Ala-Pro.  Las proteínas con 

actividad PPIasa son catalizadoras de la 

isomerización reversible de enlace peptídicos del 

tipo X-Pro. Fuente: Dunyak et.al. (1). 
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Una característica relevante de las IMMs es que actúan como receptores 

intracelulares solubles de drogas inmunosupresoras, y que la asociación a la droga 

implica a su vez la inhibición de la actividad enzimática intrínseca de PPIasa. 

Las inmunofilinas se clasifican en dos grupos diferentes según el tipo de droga 

inmunosupresora que reconocen: a) La subfamilia FKBP (FK506-Binding Protein) 

interactúa con los macrólidos FK506 (Tacrolimus) y rapamicina (Sirolimus), b) La 

subfamilia de las Ciclofilinas (CyPs) une el undecapéptido cíclico ciclosporina A. La unión 

de estas drogas al dominio PPIasa inhibe la actividad PPIasa de CyPs y FKBPs. Existe 

un tercer grupo de proteínas con actividad PPIasa que no tiene la capacidad de 

interactuar con drogas inmunosupresoras, que recibe el nombre de Parvulinas. Tanto las 

FKBPs, las CyPs y las Parvulinas, se encuentran conservadas a lo largo de Eucariotas, 

Procariotas y Archaea. En las levaduras existen 8 CyPs, 4 FKBPs y una Parvulina, 

mientras que en humanos hay 18 Ciclofilinas, 16 FKBPs y 2 Parvulinas (2). Desde el 

descubrimiento de la primer proteína con actividad PPIasa aislada en 1984 a partir de un 

homogenato de hígado de cerdo (4), se han descubierto numerosos procesos biológicos 

en los que este grupo de enzimas participa de manera activa. El estudio del mecanismo 

catalítico exacto de la isomerización de un enlace X-Pro por enzimas con actividad 

PPIasa permaneció esquivo por razones de falta de métodos (3), y ha sido elucidado 

sólo en los últimos años (5).  

Ciclofilinas 

Las Cyps unen al undecapéptido inmunosupresor ciclosporina A (equivalentes 

comerciales: Gengraf, Neoral y Sandimmune). Las proteínas de la familia de las CyPs 

comparten el dominio ciclofilina con actividad PPIasa. CyPA/Cyp17 es la CyP arquetípica 

y la más abundante en células de mamífero. (6). CyPA cuenta únicamente con el dominio 

enzimático de unión a la droga; sin embargo, al menos 10 CyPs humanas son proteínas 

multi-dominio conformadas por el dominio PPIasa de las CyPs más dominios adicionales 

con roles regulatorios y/o de señalización (6). Entre estos últimos se encuentran, 

dominios de repeticiones de tetratricopéptidos (TPR) con capacidad de interacción con 

chaperonas, motivos de reconocimiento de ARN (RRM), dominios ricos en arginina-

serina (RS) y dominios U-box con actividad E3-ligasa (6). El complejo 

CyPA•cicloscoporina ha sido responsabilizado por el efecto inmunosupresor de la droga 

ciclosporina-A debido a que el complejo IMM•droga (y no cada uno individualmente) 

inhibe la translocación nuclear del factor de transcripción NFAT (Nuclear Factor of 
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Activated T cells), y por ende la subsecuente producción de citoquinas. El complejo 

CyPA•ciclosporina interactúa con la serina/treonina-fosfatasa PP2B/calcineurina e inhibe 

su actividad, resultando en una disminución de la actividad de NFAT al no ser éste 

desfosforilado y quedar entonces atrapado en el citoplasma (7, 8). Evidencia reciente 

reporta que existe una interacción entre CyPA y el factor de transcripción NF-B, así 

como un efecto de CyPA sobre la estabilidad de la subunidad p65 de NF-B y de su 

localización nuclear (9). Adicionalmente, existen CyPs extracelulares (eCyPs) que 

actúan como factores pro-inflamatorios y se ven implicados en ciertas enfermedades 

inflamatorias (10).  

Parvulinas 

Las parvulinas son un grupo de proteínas pequeñas (en latín parvulus: muy 

pequeño) con actividad PPIasa, las que a diferencia de las FKBPs y Cyps, no unen 

drogas inmunsupresoras. A pesar de ello, la naftoquinona natural juglona inhibe su 

actividad enzimática mediante un mecanismo inespecífico que involucra la modificación 

de grupos sulfhidrilo presentes en residuos de cisteína (11). En Eucariotas, estas 

proteínas contienen el dominio PPIasa característico de la familia, con una secuencia 

intermediaria y un dominio WW N-terminal, con alta capacidad de unión a motivos ricos 

en residuos Prolina (6). Entre las proteínas con actividad PPIasa, las Parvulinas son las 

únicas que exhiben preferencia por el reconocimiento de motivos fosforilados para 

ejercer su actividad enzimática. La parvulina más estudiada en humanos es Pin1, la cual 

se une a una secuencia aminoacídica determinada de fosfo-Serina o fosfo-

Treonina/Prolina. (p-Ser/p-Thre-Pro), lo que facilita el estudio de sus proteínas blanco 

(12). Pin 1 interactúa con un gran número de proteínas clave involucradas en diferentes 

procesos celulares, como ciclina D1, ciclina E, p53, -catenina, el precursor amieloide 

APP, Tau1, CDC25, jun, MDM2, c-Raf , AKT y la subunidad p65 de NF-B, entre otras 

(12). Ha sido demostrado que Pin1 es importante en la regulación de la estabilidad de 

p65. La sobreexpresión de Pin1 favorece la acumulación de p65 por inhibición de su 

degradación mediada por la maquinaria proteosomal, y estimula su actividad 

transcripcional evaluada en ensayos de gen reportero. Adicionalmente, se ha identificado 

gracias al uso de mutantes puntuales de p65, que Pin1 interactúa con los aminoácidos 

fosfo-Treonina 254-Prolina 255 de p65, y que su acción sobre p65 podría estar mediada 

por una isomerización en estos residuos (13).  
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FKBPs 

La familia de FKBPs en humanos está conformada por 16 miembros, los cuales 

han sido nombrados por su peso molecular aparente. La FKBP de 12-kDa, FKBP12, es 

la FKBP arquetípica que cuenta con un único dominio, el domino FK con actividad PPIasa 

característico de la familia. FKBP12 ha sido reportada como responsable de la actividad 

inmunosupresora del macrólido FK506, ya que el complejo FKBP12•FK506•Calcineurina 

inhibe la actividad de la proteína-fosfatasa calcineurina (o PP2B) y, en consecuencia, 

inhibe la translocación nuclear y por ende la actividad transcripcional del factor de 

transcripción NFAT (14, 15). De similar forma, el complejo FKBP12•rapamicina inhibe la 

actividad de proteína-quinasa de mTOR (mammalian Target of Rapamycin), una de las 

proteínas responsables del control del ciclo celular, la proliferación y la muerte celular 

(16). Tanto rapamicina como FK506 interactúan en un extremo con FKBP12, y con 

mTOR o calcineurina por otra región, respectivamente según se ha demostrado en 

estructuras cristalográficas (17). A pesar de que FKBP12 ha sido descripta como 

responsable única del efecto inmunosupresor de la rapamicina, evidencias más recientes 

muestran que FKBP12 no es la única FKBP capaz de formar complejos con rapamicina 

y mTOR con efecto inhibitorio sobre la actividad quinasa de mTOR. De hecho, otros 

miembros de la subfamilia como FKBP12.6, FKBP13, FKBP25, FKBP51 y FKBP52 

podrían formar parte del complejo mTOR•rapamicina e inhibir la actividad quinasa in vivo, 

aunque con menor afinidad por rapamicina que FKBP12. Ensayos con células knock-out 

para FKBP12 indican que FKBP51 podría sustituir a FKBP12 en el efecto de rapamicina 

sobre la actividad quinasa de mTOR (18), aunque lo hace a niveles proteicos no 

compatibles con los fisiológicos, por lo que esta observación ha sido altamente 

cuestionada. No obstante, FKBP51 sí regula al componente mTORC1 de la subunidad 

RAPTOR asociada a mTOR ((18) 

Doce de las proteínas FKBP humanas conocidas, están compuestas por dominios 

múltiples, encontrándose presente al menos un dominio FK característico de la familia 

(el que une físicamente a la droga dentro del dominio PPIasa y usualmente son usados 

como sinónimos) y motivos adicionales que incluyen los dominios EF de unión a iones 

calcio y dominios TPR (6). Dentro de las proteínas FKBP con dominios TPR, también 

llamadas por ello FKBPs de alto peso molecular para diferenciarlas de las que sólo 

poseen el dominio FK (como FKBP12), se encuentran: FKBP36, FKBP37, FKBP38, 

FKBP44, FKBP51 y FKBP52.  
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FKBP51 y FKBP52 presentan alto grado de homología entre sí, y se caracterizan 

por la presencia de dos dominios FK en serie, FK1 y FK2, de los cuales, únicamente el 

dominio FK1 presenta actividad PPIasa y es capaz de ser inhibido por FK506; mientras 

que el dominio FK2 no muestra actividad enzimática y posee la capacidad de unir 

nucleótidos (también llamado por ello, “sitio ATP” de la inmunofilina). A pesar de la alta 

similitud estructural entre el dominio PPIasa de FKBP38 y FKBP12, la primera no posee 

actividad PPIasa en ausencia de la interacción con calcio•calmodulina. Solo luego de la 

formación del complejo calcio•calmodulina•FKBP38, FKBP38 exhibe actividad 

enzimática de PPIasa (19). A pesar de esta particularidad, FKBP38 tiene un rol biológico 

importante como proteína de andamiaje para el factor antiapoptótico Bcl-2 en 

mitocondrias (19), y como regulador de la vía de señalización de mTOR (20). 

Estudio de la actividad PPIasa 

La actividad enzimática de PPIasas puede ser cuantificada sólo in vitro en 

sistemas libres de células, utilizándose péptidos cromogénicos como sustratos. El primer 

ensayo diseñado para estudiar la actividad PPIasa se realizó por un método enzimático 

acoplado a una proteasa. La especificidad de la actividad de la proteasa quimiotripsina 

por enlaces X-Pro en configuración trans, permitió la determinación de la actividad 

PPIasa catalizada por una enzima en el péptido cromogénico succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-

4 nitroanilida (21). A partir de este tipo de experimentos realizados con diferentes 

péptidos sintéticos y variaciones en su secuencia aminoacídica, se ha podido elucidar 

que existe cierta preferencia de las IMMs por secuencias blanco. Las CyPs tienen alta 

capacidad catalítica con poca especificidad de sustrato con relación al residuo anterior y 

posterior a una Pro. Por otro lado, las FKBPs muestran predilección por prolinas en un 

ambiente hidrofóbico; mientras que la parvulina humana Par14, tiene preferencia por 

residuos cargados positivamente cercanos a una prolina (21). 

La participación de isomerización de enlaces X-Pro en procesos celulares a nivel 

molecular no es posible de ser estudiada en ensayos funcionales en células o sistemas 

reconstituidos. La única metodología que hasta el momento permite el estudio 

conformacional de un enlace precedente a una prolina en configuración cis o trans en 

una proteína es por la técnica de Resonancia Magnética Nuclear (NMR). Ésta se 

restringe a proteínas pequeñas, o fragmentos proteicos, y no permite el estudio de 

enlaces de prolina en un contexto celular (21). En el caso de la parvulina humana Pin1, 

existe un motivo específico de reconocimiento sobre las proteínas blanco (p-Ser/p-Thr–
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Pro), sencillamente identificable, lo que ha simplificado su estudio. Actualmente, se han 

identificado numerosas vías de señalización reguladas por isomerizaciones de enlaces 

X-Pro catalizadas por Pin1.  

Una estrategia indirecta utilizada para el estudio de isomerizaciones de enlaces 

precedentes a una prolina en ensayos funcionales y en un contexto celular, consiste en 

la generación de mutantes puntuales de la proteína blanco en el residuo prolina 

candidato a ser modificado por isomerización. Frecuentemente, esta estrategia también 

es utilizada para corroborar la isomerización detectada por RMN.  

Existe cierta complejidad para hallar la isomerización cis/trans de un único enlace 

X-Pro en una proteína. A pesar de ello, se han podido identificar varias isomerizaciones 

por RNM combinada con mutagénesis en residuos de prolina de proteínas plegadas que 

funcionan como interruptores moleculares en las células. Estos casos incluyen a Itk2 

(interleuquina 2- tirosin quinasa), el receptor de tipo 3 para 5-hidroxi-triptamina (5-HT3), 

el receptor nicotínico de acetilcolina (nAchR), la proteína de fago g3p involucrada en el 

proceso de infección, y la proteína reguladora de quinasas CT10 (c-CrkII). También se 

encuentran otras proteínas propuestas como interruptores moleculares de enlaces X-Pro 

identificadas por RMN, pero que aún no ha sido aceptado que contribuyan a algún 

proceso de señalización: Hsp70 y su homólogo DnaK en bacterias, y  la proteína 

ribosomal L11 (21). 

FKBP51 y FKBP52 

Como se ha expuesto con anterioridad, FKBP51 y FKBP52 son dos IMMs de alto peso 

molecular que comparten 60% de identidad y 75% de similitud en su secuencia 

aminoacídica (22). FKBP52 se encuentra codificada por el gen FKBP4; mientras que 

FKBP51 por el gen FKBP5. FKBP4 y FKBP5 mapean en el cromosoma 12, región 

p13.33, y cromosoma 6, región p21.31, respectivamente. Han sido identificados ocho 

pseudogenes para FKBP4, pero ninguno para FKBP5. El gen FKBP4 consiste en 10 

exones y 9 intrones que abarcan alrededor de 10- Kb de ADN genómico, mientras que 

FKBP5 tiene 13 exones y 12 intrones a lo largo de más de 150-Kb [Figura I.2, (23)]. 

Producto de la transcripción del gen FKBP5, se encuentran cuatro posibles ARN 

mensajeros (ARNm) [NM_001145775.2, NM_001145776.1, NM_004117.3,  

NM_001145777.1; (24)], de los cuales, tres de ellos codifican a la misma isoforma de 

457 aa [NP_004108.1; (24)]; mientras que uno de los ARNm codifica para una isoforma 

más corta de 268 aa [NP_001139249.1; (24)]. 
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Figura I.2. Esquema de distribución de intrones y exones de los genes codificantes para 

FKBP51 y FKBP52. El gen FKBP4 codifica para la proteína FKBP52, mientras que FKBP5 para FKBP51. Las 

cajas negras simbolizan los exones correspondientes, mientras que las líneas corresponden a los intrones. Figura 

adaptada de Cioffi, et. al. (23). 

La isoforma más corta de FKBP51 es producto de una modificación en el extremo 

3’UTR que resulta en un corrimiento del marco de lectura del transcripto. Hasta el 

momento no se han encontrado funciones biológicas asociadas a la isoforma de 268 aa. 

Por el contrario, se conoce una única isoforma de FKBP52 de 459 aa. [NP_002005.1; 

(24)]. Estudios sobre la evolución de los genes FKBP4 y FKBP5 sugieren que ambos 

evolucionaron a partir de un gen común ancestral de invertebrados, posiblemente, fkbp-

6 a partir de un evento de duplicación génica ocurrido antes del surgimiento de los peces. 

Estas afirmaciones tienen en cuenta la presencia de genes ortólogos de FKBP4 en el 

Phyla Chordata, así como también en C. elegans y en D. melanogaster; mientras que 

ortólogos de FKBP5 se encuentran exclusivamente en Chordata (23).  

Tanto FKBP51 como FKBP52 humanas se expresan de forma ubicua en tejidos y 

órganos (25). La expresión de FKBP51 puede ser estimulada por hormonas (26-28). Se 

ha descubierto que una variante polimórfica de nucleótido único (SNP) en el intrón 2 de 

FKBP5 puede generar alteraciones en la expresión de FKBP51 (29). Adicionalmente, la 

metilación en un sitio de respuesta a glucocorticoides (GRE) encontrado en el exón 7 de 

FKBP5, también modifica la transcripción de este gen (30). Se ha hallado que existe una 

expresión aumentada de FKB51 en algunos tipos de tumores como melanoma (31) y en 

líneas celulares tumorales (32), aunque disminuida en cáncer de páncreas (33). Por el 

contrario, no se conoce demasiado acerca de la expresión constitutiva o inducible de 



Introducción 

 

 25 

FKBP52, pero sí está reportado que FKBP52 se encuentra aumentada en células de 

hepatoma maligno, leucemia de células T y en tumores dependientes de hormona; 

mientras que se ve disminuida en células normales de mama, testículo y vejiga (34).  

Tradicionalmente, FKBP51 y FKBP52 han recibido especial atención ya que 

fueron las primeras IMMs en ser identificadas como parte de los complejos de receptores 

de esteroides. Ambas proteínas han sido, junto con la chaperona de choque térmico, 

Hsp90, y la co-chaperona p23, reconocidas como necesarias para el control de la 

actividad de todos los receptores de esteroides llamados de “tipo 1”: el receptor de 

andrógenos (AR), receptor de estrógenos (ER), el receptor de glucocorticoides (GR), el 

receptor de progesterona (PR) y el receptor de mineralocorticoides (MR) (34). FKBP52 

es un regulador positivo de GR, PR, AR, pero no así de ER ni de MR (35-40), mientras 

que FKBP51 es un inhibidor transcripcional de ellos, excepto para el caso de AR, al cual 

activa. Aun cuando, FKBP51 y FKBP52 comparten 60% de su secuencia aminoacídica 

y 75% de identidad, y presentan gran semejanza estructural (Figura I.3.a y b), FKBP51 

tiene generalmente efecto antagónico a FKBP52 (35).  

a.  
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Figura I.3: Comparación entre los dominios y las estructuras tridimensionales de FKBP51 

y FKBP52.  se señalan los dominios de ambas proteínas: Región rica en prolinas, FK1, FK linker, FK2, TPR y 

 FKBP51 

Región rica en 
prolinas 

FK1 

FK linker 

FK2 

TPR 

C-terminal  

FKBP52 

Región rica en 
prolinas 

FK1 

FK linker 

FK2 

TPR 

C-terminal  



Introducción 

 

 26 

extremo C-terminal. a. Esquema de la distribución de los diferentes dominios de FKBP51 (arriba) y FKBP52 (abajo) 

en la secuencia aminoacídica.  b. Estructura cristalográfica de FKBP51 (izquierda) y FKBP52 (derecha) con 

representaciones que muestran la estructura secundaria y la superficie molecular. Imágenes reproducidas de Erlejman 

et. al. (34) a partir de las estructuras publicadas en la base de datos Protein Data Bank (PDB). La estructura de FKBP51 

corresponde al registro PDBID: 1KT0, mientras que para FKBP52 se superpusieron dos fragmentos estructurales 

(PDBID: 1Q1C y 1P5Q). 

El modelo de activación de los receptores de esteroides 

Los receptores de esteroides (RE) pertenecen a la superfamilia de los receptores 

nucleares. Los RE son factores de transcripción intracelulares que responden a 

hormonas esteroideas y regulan la transcripción de genes involucrados en la 

reproducción, la respuesta a estrés, el metabolismo energético y la homeostasis. Las 

hormonas esteroideas son ligandos de los receptores nucleares capaces de atravesar la 

membrana plasmática. Si bien la localización primaria de los RE depende del receptor 

en cuestión y del tipo celular, en todos los casos, los RE migran continuamente entre el 

núcleo y el citoplasma (41), pero su acción genómica como factores de transcripción, 

requiere su posicionamiento sobre secuencias promotoras HRE en el ADN. 

Los RE forman heterocomplejos con Hsp90, Hsp70 y co-chaperonas. El modelo 

general de activación de los RE cuenta con varios pasos que modifican la composición 

y la conformación de las proteínas que integran el heterocomplejo. En particular, nuestro 

laboratorio ha tenido una participación relevante en la elucidación de los eventos que 

llevan a la activación y la transformación del heterocomplejo de GR (42). Según el 

modelo que hemos elucido, GR se encuentra inicialmente como un complejo con Hsp70 

y Hsp40. En un segundo paso, la acción ATPasa de Hps70 favorece la entrada de un 

dímero de Hsp90 y de la proteína organizadora Hop. La maquinaria compuesta por 

(Hsp90)2•Hop•Hsp70•Hsp40 transforma al dominio de unión a ligando (LBD) de GR (43). 

El dominio LBD modifica su conformación cerrada e inaccesible para la hormona a un 

bolsillo abierto que permite la interacción con su ligando (44). La apertura del bolsillo 

requiere una serie de sucesos adicionales: un cambio conformacional de Hsp90 a su 

forma activa unida a ATP, la salida de Hop del heterocomplejo, y la interacción con p23 

que estabiliza esta nueva composición. En ensayos in vitro, la función de p23 puede ser 

reemplazada por la unión de molibdato. La ausencia de Hop permite la unión de una 

inmunofilina en el sitio aceptor de TPR de Hsp90 (41). En este punto, el oligómero se 

encuentra en su conformación madura, y es receptivo a la unión de la hormona 

correspondiente. 
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Entre las IMMs con dominios TPR que interactúan con el sitio aceptor de Hsp90 y 

forman parte del heterocomplejo con RE, se cuenta a FKBP51, FKBP52, Cyp40 y las 

proteínas con dominios FKBP sin actividad PPIasa (FKBP-like) como PP5, XAP2/AIP y 

FKBPL/WisP39 (34, 41). Las IMMs tienen la capacidad de unirse vía sus dominios TPR 

al sitio EEVD C-terminal de Hsp90. A pesar de que tanto FKBP51 como FKBP52 pueden 

interactuar con el complejo maduro de los RE, ambas tienen efectos contrapuestos sobre 

la activación de los receptores. Como se comentó previamente, en general FKBP52 

estimula la acción de los RE mientras que FKBP51 la reduce (excepto de AR). Se ha 

demostrado que existe un intercambio de FKBP51 por FKBP52 luego de la activación 

con hormona estimulante de GR, dexametasona, o de MR, aldosterona, por ensayos de 

inmuno-precipitación (40, 45). La razón principal de la regulación diferencial entre ambas 

FKBPs radica en que FKBP52 tiene la capacidad de interactuar con la proteína motora 

dineína, lo que favorece el retrotransporte activo de los heterocomplejos al núcleo a lo 

largo de la red de microtúbulos. Por otro lado, FKBP51 es incapaz de unir dineína (36). 

La evidencia experimental indica que FKBP52 interactúa con dineína a través de su 

dominio PPIasa (46). La Figura I.4 esquematiza el intercambio de FKBP51 por FKBP52 

luego de la acción de hormona y el consecuente retrotransporte del complejo. 

Actualmente se encuentra aceptado el modelo de activación de los receptores de 

esteroides, en el cual el heterocomplejo de chaperonas atraviesa el poro nuclear junto al 

receptor y recién se disocia en el núcleo. En este proceso, el complejo de chaperonas 

interactúa de forma directa con la proteína integral del poro Nup62, con las nucleoporinas 

citoplasmáticas, y con la proteína de importación nuclear, -importina (47). 
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Figura I.4: Modelo de activación del heterocomplejo maduro de GR, Hsp90, Hsp70 y co-chaperonas luego del 

agregado de hormona, y la represión sobre el factor de Transcripción NF-B. Referencias: H: hormona; 90: Hps90; 

70: Hsp70; 51: FKBP51; 52: FKBP52; Dyn: dineína; p65 y p50 subunidades del heterodímero NF-B.   

 

Una vez en el núcleo, el receptor libre de chaperonas se dimeriza e interactúa con 

sus secuencias específicas, se reclutan co-activadores, co-factores y los complejos 

Swi/Snf remodeladores de la cromatina en las regiones promotoras con secuencias HRE, 

necesarios para la regulación en le expresión de genes blanco de GR. La permanencia 

del receptor sobre el ADN depende de una combinación de la acción de proteínas 

chaperonas, IMMs con dominios TPR y de la acción de la maquinaria proteasomal (48). 

La degradación proteasomal de GR modula no solamente su biodisponibilidad, sino 

también su movilidad intranuclear según ensayos de FRAP realizados con inhibidores 

proteasomales (48, 49). Una de las E3 ligasa para GR es una proteína TPR 

citoplasmática, CHIP (Carboxyl terminus of Hsc-70 interacting protein). CHIP se une por 

medio de su dominio TPR al extremo C-terminal de Hsp70 y Hsp90, y posee un dominio 

U-box que interactúa con la enzima E2 conjugante de ubiquitina. CHIP compite con otras 

proteínas TPR por el dominio aceptor de Hsp90 y Hsp70. Es posible que esta ubiquitina 

E3 ligasa sea responsable de regular la degradación de GR (41). Ensayos de FRAP en 

núcleos aislados han demostrado que la movilidad de la fracción inmóvil de GR por unión 

al ADN se ve incrementada por la incubación con una mezcla de FKBP51, Hsp90, p23 y 

CHIP purificadas (50). Se demostró además por incubación con ATP y geldanamicina, 

un inhibidor específico de la actividad ATPasa de Hsp90 (50), que hay dependencia de 

la movilidad intranuclear de GR con la actividad ATPasa de Hsp90  

Núcle
o

Citoplasm
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En la Figura I.2 se mostraron previamente los dominios estructurales y funcionales 

de FKBP51 y FKBP52, así como su estructura tridimensional. En líneas generales, estas 

proteínas pertenecientes a la familia de las FKBPs cuentan con el dominio con actividad 

PPIasa característico de la familia (FK1), un dominio similar al anterior, pero sin actividad 

enzimática (FK2) y una serie de repeticiones de dominios TPR.  A continuación, se 

aborda el estudio de FKBP51 y FKBP52 haciendo énfasis en los hallazgos más 

relevantes y en la importancia funcional de los diferentes motivos presentes en su 

secuencia aminoacídica.  

Los dominios TPR de FKBP51 y FKBP52 

Los dominios TPR están compuestos por repeticiones en serie de 34 aa. que 

forman α hélices anfipáticas antiparalelas, apiladas unas sobre otras y en un ángulo de 

24o. La sucesión de dominios TPR permite la interacción con las Heat shock proteins o 

Hsps. Las chaperonas Hsp70 (isoformas Hsc70 y Hsp72) y Hsp90 (isoformas Hsp90α y 

Hsp90) usualmente interactúan con dominios TPR de co-chaperonas vía los motivos 

EEVD conservados del extremo C-terminal de Hsp90. Las Hsps, las co-chaperonas con 

dominios TPR y las proteínas-cliente, forman complejos multiproteicos que regulan 

numerosas funciones biológicas. Las IMMs de las familias CyPs y FKBPs son proteínas 

TPR asociadas a Hsp90. 

Ensayos in vitro con péptidos fluorescentes correspondientes a la región C-

terminal de Hsp70 o Hsp90 conteniendo el motivo EEVD y 6 aminoácidos adicionales, 

determinaron afinidades diferenciales en la interacción de proteínas TPR con Hsps. Los 

resultados sugieren que FKBP51 y FKBP52 tienen la capacidad de interactuar tanto con 

Hsp90 como con Hsp70, pero con una afinidad preferencial de las FKBPs por Hsp90α 

(51). En la Tabla I.1 se presentan las constantes de afinidad reportadas para cada 

interacción (51).   
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Proteína TPR Constante afinidad (µM) 

 Hsp90α Hsp90 Hps70 

citoplasmática 

inducible 

(Hsp72) 

Hsp70  

citoplasmática 

constitutiva 

(Hsc70) 

FKBP51 1,24 ± 0,08 2,05 ± 0,12 > 100 > 100 

FKBP52 1,61 ± 0,36 1,02 ± 0,12 > 75 > 75 

Tabla I.1: Constantes de afinidad reportadas en Assimon, et. al.(51) para las interacciones 

evaluadas in vitro de FKBP51 y FKBP52 con proteínas Hsp (péptidos de la región C-terminal con 

el motivo EEVD).  

 

Estudios realizados con mutantes de FKBP51 y FKBP52 han permitido demostrar 

que la interacción entre estas FKBPs y Hsp90 no depende exclusivamente de sus 

dominios TPR, sino también de una región adicional de 60 aminoácidos en el extremo 

C-terminal. Por otro lado, mutantes puntuales en el dominio TPR de FKBP51 y de 

FKBP52 han visto impedida su interacción con Hps90 (52).  

Una mutante puntual de FKBP52 en el dominio TPR, FKBP52 K354A, muestra 

una disminución en la unión con Hsp90, y una consecuente disminución en la actividad 

de los RE: AR, GR y PR (34, 52). De forma análoga, una mutante puntual de FKBP51, 

FKBP51 K352A, también exhibe disminución en la interacción con Hsp90. Los dominios 

TPR se encuentran altamente conservados, al punto que los dominios TPR de FKBP51 

y FKBP52 son intercambiables para su funcionalidad biológica sobre los RE, según 

ensayos con proteínas quiméricas (37).  

El dominio FK1 de FKBP51 y FKBP52 

El dominio FK1 es un dominio altamente conservado dentro de la familia de las 

FKBPs. Tanto el dominio FK1 de FKBP51 como el de FKBP52 presentan una región 

catalítica con actividad PPIasa.  

El dominio FK1 de FKBP52 es esencial para la interacción de esta inmunofilina 

con la proteína motora dineína, y en consecuencia, también para el transporte retrógrado 

de los RE (46, 53). Ha sido ampliamente debatido si la actividad PPIasa del dominio FK1 

es esencial para el efecto biológico de FKBP52 sobre la regulación de la activación de 

los RE. El tratamiento con la droga FK506 mostró en un principio una mayor acumulación 

de GR en el núcleo y un incremento en la transcripción de genes-blanco (54), pero luego 
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se evidenció que ello era en realidad debido a una mayor biodisponibilidad del esteroide 

por interacción del macrólido con la glicoproteína-p (P-gp) (55). Además de esto, FK506 

es una molécula de considerable tamaño que no interactúa exclusivamente con el bolsillo 

catalítico de las FKBPs, sino que un área importante del macrólido se excluye del surco 

con actividad enzimática (56). Los primeros ensayos realizados con una doble mutante 

puntual de FKBP52 sin actividad PPIasa, FKBP52 FD67DV, sugirieron que la actividad 

enzimática es necesaria para la potenciación de la acción de GR, y parcialmente, 

también de AR (57). Por otra parte, se sabe que la mutación en F67 y en A68 es 

potencialmente disruptiva de la conformación del dominio y de la superficie de 

interacción. Se observó que mutantes puntuales de FKBP52 en F67Y, W90L y F130Y, 

todas ellas sin actividad enzimática, no mostraron influencia en la acción de GR ni de AR 

(56). En conclusión, hasta la actualidad, no ha sido demostrado que la actividad PPIasa 

de FKBP52 sea relevante en su acción biológica sobre las vías de señalización en las 

que se ha encontrado que participa.  

Existe una alta similitud entre los dominios FK1 de FKBP51 y FKBP52. A pesar 

de ello, ensayos con proteínas-quimera en los que se intercambiaron los dominios han 

probado que es el dominio con actividad PPIasa el responsable de la acción opuesta de 

FKBP51 y FKBP52 sobre los RE (56). Es importante remarcar que hay una región rica 

en prolinas en el dominio FK1 que comprende los residuos 116 a 124, tanto en FKBP51 

como en FKBP52, y que mutaciones en esta región han resultado críticas en la acción 

biológica de los RE (48).  

Como ya se comentó, el dominio FK1 de ambas IMMs une drogas 

inmunosupresoras de origen natural tales como FK506 (Tacrolimus o Fujimicina) y 

rapamicina (Sirolimus)(ver Figura I.5). Tal interacción inhibe la actividad de PPIasa. La 

información disponible en las fuentes bibliográficas para las constantes de inhibición fue 

recopilada en la Tabla I.2. Existen grandes similitudes estructurales y de secuencia entre 

los sitios activos de las diferentes PPIasas, haciendo difícil la tarea de generar inhibidores 

específicos que puedan discriminar entre parálogos. 
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 FK506  Rapamicina 

Figura I.5. Estructuras de FK506 y rapamicina. 

      Tabla I.2: Inhibición de la actividad PPIasa por FK506 y rapamicina. 

Constantes de inhibición de FK506 y rapamicina sobre proteínas FKBPs. Referencias: a Fuente: 

Fanghänel  y Fischer (3). b Fuente: Dunyak y Gestwicki (1).  

 

Como se muestra en la Tabla I.2, los inhibidores conocidos frecuentemente se 

unen a múltiples miembros de la familia. Se han realizado esfuerzos para generar nuevos 

inhibidores basados en la estructura de FK506, con moderado éxito en su capacidad 

inhibitoria de la actividad PPIasa y de su selectividad. También ha sido evaluada la 

posibilidad de utilizar derivados de cicloheximida, conocida a partir de su capacidad 

inhibitoria de la síntesis proteica, por presentar módica inhibición de la actividad PPIasa 

de FKBP12 (Ki  3,4 µM) (1). 

El dominio FK2 de FKBP51 y FKBP52 

El dominio FK2 tiene cierta similitud con el dominio FK1, pero carece de actividad 

enzimática. Tampoco es funcional en su capacidad de reconocer a dineína (53), lo que 

es privativo del dominio FK1. El bolsillo catalítico no conserva la secuencia de la proteína 

arquetípica, FKBP12, y muestra una inserción de tres aminoácidos en el mismo [D195, 

H196 y D197; (58)]. Una FKBP51 mutante con una triple deleción de D195, H196 y D197, 

genera un defecto en la formación de los complejos con PR, pero no así la interacción 

con Hsp90. Esta evidencia sugiere que el dominio FK2 tendría un rol en la interacción 

con el RE (58). 

FKBP Constante inhibición con FK506  

(Ki 
FK506 ) 

Constante inhibición con 

Rapamicina (Ki 
Rap)  

FKBP12 0,5 nMa 0,5 nMb 

FKBP12.6 0,55 nMa - 

FKBP51 10 -15 nMa (Mus musculus) 3,7 nMb 

FKBP52  10 nMa 4,2 nMb 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fangh%C3%A4nel%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15353370


Introducción 

 

 33 

La región FK linker conecta los dominios FK1 y FK2. Es de 10 aa. en FKBP52, y 

8 aa. en FKBP51, desestructurada y accesible a solvente. En FKBP52 presenta además 

la secuencia consenso TEEED que es fosforilable por proteína quinasa CKII (34).  

Desde el descubrimiento de las proteínas FKBP, han surgido nuevos hallazgos 

que muestran que las FKBP participan en otros procesos celulares y vías de 

señalización, además de la activación de los RE. En particular, para FKBP51 y FKBP52, 

se ha encontrado un rol predominante tanto en sistema nervioso como en el desarrollo 

del cáncer.  

Rol de FKBP51 y FKBP52 en la neurodiferenciación y en enfermedades del sistema 

nervioso 

En nuestro laboratorio se ha demostrado que la exposición de células 

indiferenciadas de estirpe neuronal (línea N2a de neuroblastoma y células embrionarias 

hipocampales murinas) a FK506 favorece su diferenciación a neuronas. Este efecto se 

ve exacerbado por la sobreexpresión de FKBP52 e inhibido por la sobreexpresión de 

FKBP51, mientras que el silenciamiento de FKBP51 favorece la diferenciación neuronal 

y el silenciamiento de FKBP52 lo desfavorece (59). También se ha demostrado que 

FKBP51 estabiliza microtúbulos y favorece la asociación de Tau (Microtuble asociated 

protein tau) con Hsp90 en forma PPIasa-dependiente. La proteína Tau se expresa en 

células neuronales y cumple un rol en la estabilización del citoesqueleto neuronal. La 

actividad PPIasa de FKBP51 isomeriza enlaces peptídicos precedentes a una prolina 

presentes en Tau a una configuración cis. FKBP51 estabiliza a la proteína Tau y favorece 

su desfosforilación, con un posible rol en el desarrollo de desórdenes que involucran el 

plegado y acumulación de proteínas, tal como es el caso de la enfermedad de Alzheimer 

(35).  

Recientemente, ha cobrado importancia el estudio de FKBP51 en desórdenes 

psiquiátricos. Una variante del gen FKBP5 en humanos en una región promotora de 

FKBP5 ubicada en el intrón 2, ha sido detectada como una de las causas de 

predisposición a numerosas psicopatologías, entre las que se encuentran desórdenes 

de estrés postraumático y depresión. El polimorfismo en rs1360780 presenta dos alelos 

con diferencias en un único nucleótido (SNP), i.e. el alelo T que está considerado de 

riesgo para enfermedades psiquiátricas, y el alelo C que resultaría protector. El alelo T 

permite la interacción de GR con la secuencia GRE del promotor del intrón 2, y como 

consecuencia, desencadena una mayor expresión de FKBP51. Por otro lado, en el alelo 
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C el sitio GRE de respuesta a glucocorticoides se encuentra inactivo. El modelo vigente, 

involucra también un segundo sitio de respuesta GRE ubicado en el intrón 7 del gen 

FKBP5. Este sitio puede ser modificado epigenéticamente con un efecto estimulante 

sobre la expresión de FKBP51. Frente a una situación traumática, la hipótesis propuesta 

sugiere que se produce un aumento en la síntesis de cortisol y la metilación del sitio GRE 

del exón 7. Como consecuencia del cambio epigenético, se generaría un aumento en la 

expresión de FKBP51 en hipotálamo. En personas sin predisposición genética, la 

síntesis de cortisol eventualmente merma, volviendo a la situación normal. En individuos 

con el alelo T, hay un aumento mayor en la síntesis de FKBP51 en hipotálamo respecto 

a personas con el alelo C, lo cual desfavorece la retroalimentación negativa del eje 

Hipotálamo-Hipófisis-Adrenal involucrado en la síntesis de cortisol. La alteración en la 

síntesis de hormona provoca una liberación anormal y prolongada de cortisol. Niveles 

elevados de cortisol son en parte responsables de los problemas psiquiátricos que 

predominan en pacientes con el alelo de riesgo (29, 30).  

FKBP52 tiene un rol antagónico a FKBP51 en lo que respecta a la diferenciación 

neuronal. La sobreexpresión de FKBP52 induce la diferenciación neuronal y el 

alargamiento de neuritas en células N2a indiferenciadas (59). FKBP52 forma un 

complejo perinuclear con Hsp90 y p23 en células de hipocampo y neuroblastoma 

indiferenciadas. El tratamiento con FK506 induce la neurodiferenciación y favorece el 

transporte de FKBP52 de la zona perinuclear hacia las terminales axónicas y las áreas 

de arborización (34, 59). FKBP12 no sería responsable del efecto neurotrófico de FK506, 

ya que resultados similares se obtuvieron en células KO para FKBP12 (34). Estudios 

bioquímicos han recuperado a FKBP52 asociada a microtúbulos. Además de la conocida 

interacción de FKBP52 con dineína, se ha reportado la interacción con la proteína Tau. 

FKBP52 interactuaría predominantemente con Tau fosforilada. Asimismo, la 

sobreexpresión de FKBP52 podría prevenir la acumulación de Tau e inhibiría la 

polimerización de tubulina (34).  

La importancia de FKBP51 y FKBP52 en cáncer. 

Una de las primeras evidencias que relacionan a FKBP51 con patologías malignas 

fue la observación de que FKBP51 se encuentra sobreexpresada en desórdenes mielo-

proliferativos crónicos, ciertos linfomas, gliomas, melanoma y cáncer de próstata; así 

como también en numerosas líneas celulares tumorales como T47D y MCF7 de cáncer 

de mama, Hela, Caco-2, U2OS y HepG2 (32). Estudios realizados en nuestro laboratorio 
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en colaboración con la Dra. Elisa Bal (Instituto Roffo, Buenos Aires) revelaron que 

FKBP51 se encuentra sobreexpresada y activada en 25 tipos diferentes de tumores 

humanos (tesis doctoral de la Dra. Luciana Gallo). En correspondencia con estos 

hallazgos, ha sido determinado que en melanoma la expresión de FKBP51 se encuentra 

incrementada, y el silenciamiento de esta IMM disminuye la resistencia a irradiación y 

tratamientos quimioterapéuticos (31, 60). En contraposición, la expresión de FKBP51 se 

encuentra disminuida en casos de cáncer de páncreas (61) y en algunos tipos 

particulares de cáncer de mama.  

En cáncer de páncreas se ha descubierto, que FKBP51 regula negativamente la 

proteína quinasa AKT en un mecanismo dependiente de la fosfatasa PHLPP. AKT es 

activada por varios factores de crecimiento en una señalización que involucra a la 

quinasa PI3K, y tiene un efecto positivo sobre la supervivencia celular. La fosforilación 

de ATK en Ser473 es necesaria para su activación. FKBP51 interactúa con PHLPP y 

favorece la desfosforilación de AKT. Como consecuencia de la expresión disminuida de 

FKBP51 en células derivadas de cáncer de páncreas, la vía de AKT se encuentra 

activada. Se ha demostrado que la sobreexpresión de FKBP51 exógena en células de 

cáncer de páncreas favorece la muerte celular inducida por drogas quimioterapéuticas. 

Los niveles reducidos de FKBP51 en cáncer de páncreas serían responsables de la 

resistencia de este tipo de tumores a los tratamientos convencionales con quimioterapia 

(33, 62, 63).   

Contrariamente a lo observado en cáncer de páncreas, la sobreexpresión de 

FKBP51 ha resultado en una disminución de la muerte celular frente a estrés oxidativo 

en células Hek293T y 3T3L1 (32, 64). Posiblemente, la sobreexpresión de FKBP51 en 

ciertos tipos de tumores podría tener un efecto antiapoptótico. Estudios de 

sobreexpresión y knock-down de FKBP51 sugieren que tal efecto podría deberse en 

parte a la estabilización del potencial de la membrana mitocondrial, lo que desfavorece 

la exportación mitocondrial de citocromo c y la subsecuente activación de caspasas (65), 

aunque no pueden descartarse mecanismos nucleares que resultan de la traslocación 

de FKBP51 al compartimiento nuclear. Las diferentes evidencias sugieren que tanto el 

efecto de FKBP51 como oncogén o como gen supresor de tumores, sería dependiente 

del tipo celular involucrado.  

Como ya se comentó, FKBP52 está sobreexpresada en hepatomas malignos, 

leucemias de células T y tumores dependientes de hormona. Asimismo, FKBP52 se 

encuentra altamente expresado en líneas tumorales de cáncer de mama, tanto en tejido 
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pre-invasivo como en células tumorales (34). Evidencias más recientes demostraron que 

FKBP52 se asocia con el desarrollo de glioblastoma multiforme, el tumor primario más 

agresivo conocido del sistema nervioso central. El mecanismo propuesto sugiere que 

FKBP52 regula el metabolismo de triptófano a través de la enzima Triptofano- 2,3- 

deshidrogenasa (TDO) (61). También se ha reportado recientemente que niveles 

elevados de FKBP52 se correlacionan con un peor pronóstico en pacientes con cáncer 

de mama (66); y una mayor expresión de FKBP52 se correlaciona con la proliferación de 

células ER-α positivas (67).  

AR tiene un rol preponderante en la proliferación de células de cáncer de próstata, 

tanto en tumores dependientes de hormona como en tumores resistentes a castración. 

FKBP52 es un regulador positivo de la acción de AR, y en este sentido se ha demostrado 

que el derivado MJC13 específicamente interactúa con AR en la superficie de unión a 

FKBP52. MJC3 inhibe la función de FKBP52 sobre la traslocación de AR al núcleo en 

células de cáncer de próstata, así como la proliferación de células tumorales de próstata 

inducida por hormona (68).  

El factor de transcripción p53 posee una función pro-apoptótica que puede inducir 

arresto celular y es un conocido gen supresor tumoral. Cerca del 50% de los cánceres 

humanos muestran una mutación en el gen p53 que involucra la pérdida de su función 

(69). Experimentos de nuestro laboratorio demostraron que mutantes citoplasmáticas de 

p53 (las que se asocian a Hsp90) también interactúan con FKBP52 vía los dominios TPR 

de Hsp90, así como con dineína, y que al igual que en el caso de los receptores de 

esteroides, FKBP52 es esencial para que el heterocomplejo de p53 transloque al núcleo 

(70).  

Dado que el laboratorio contribuyó de forma central al esclarecimiento del modelo 

de activación y retrotransporte de los RE mediado por Hsps y FKBPs, esto llevó a 

plantear la hipótesis de que la activación de otros factores de transcripción que deban 

sufrir una translocación subcelular equivalente podrían llegar a utilizar la misma 

maquinaria molecular. En el año 2004, Galigniana et. al, ya habían demostrado que el 

factor de transcripción p53 interactuaba con FKBP52 y dineína, y que transloca al núcleo 

en forma dependiente de la interacción con FKBP52, luego del estímulo correspondiente 

(70). Existen otros factores de transcripción, además de los RE y de p53, que se 

encuentran inactivos en el citoplasma, y migran al núcleo luego de ser inducidos por 

agentes externos. Estos factores, podrían ser entonces candidatos para evaluar si su 
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pasaje del citoplasma al núcleo involucra la formación de un complejo con FKBP51, 

FKBP52 y Hsps de forma análoga a los RE.  

Entre los factores de transcripción que se encuentran retenidos en el citoplasma 

en ausencia de estímulo y migran al núcleo luego de su activación, se encuentran entre 

otros NF-B, AP-1, proteínas Stat, HSF1, NFAT, Nrf2, etc. Adicionalmente, algunos de 

estos factores interactúan además con el coactivador de RE, RAC3 (71-74), mientras 

que otros tienen estrecha relación con algunos RE. En el caso de NF-B, GR regula 

negativamente la transcripción dependiente de NF-B por un mecanismo de trans-

represión, el cual es responsable de la acción antiinflamatoria de glucocorticoides (75). 

Se ha reportado además que NF-B es transportado al núcleo por el complejo motor 

dineína/dinactina. (76). 

El factor de transcripción NF-B 

NF-B es un factor de transcripción dimérico formado por miembros de la familia 

de proteínas Rel, la cual está altamente conservada a lo largo de la evolución. Cumple 

un rol crítico en la regulación de múltiples procesos biológicos tales como inflamación, 

inmunidad, proliferación celular, apoptosis, diferenciación, desarrollo y supervivencia 

(77), siendo a menudo sus múltiples acciones pleiotrópicas contrapuestas según el tipo 

de tejido en cuestión.  

 

La familia de factores de transcripción NF-B 

En mamíferos, la familia del factor transcripcional NF-B está conformada por 

cinco miembros: Rel A/p65, RelB, c-Rel, p50-p105/NF-B1 y p52-p100/NF-B2 (78). 

Estas proteínas forman homodímeros o heterodímeros con diferente composición. En 

general, puede haber múltiples combinaciones de proteínas Rel para dar lugar a un factor 

de transcripción dimérico funcional, tal como se esquematiza en la Figura I.6. Los 

complejos resultantes presentan diferente especificidad de unión al ADN y funciones 

celulares diversas. A pesar de que existen alrededor de 15 dímeros posibles (Figura I.6), 

la significancia biológica de todos ellos no ha sido demostrada (77). El heterodímero 

p50•p65 es el más abundante y es encontrado en prácticamente todos los tipos celulares, 

al punto que se ha transformado en sinónimo de NF-B.  

 El proto-oncogén c-Rel es una proteína que en humanos es codificada por el gen 

REL. Los miembros de la familia del factor transcripcional NF-B poseen todos ellos un 
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dominio altamente homólogo al de c-Rel, el Rel homology Domain  (RHD), el que 

comprende alrededor de 300 aminoácidos, con alrededor del 50% de identidad entre las 

diferentes miembros de la familia NF-B (79). Este dominio RHD es el que interactúa 

directamente con las secuencias de ADN blanco. A su vez, la familia de proteínas NF-

B puede ser subdividida en dos grupos según cuenten con un dominio adicional de 

transactivación (TAD), o bien éste se encuentre ausente. Es así que p65, RelB y c-Rel 

presentan un dominio TAD en su extremo C-terminal, mientras que p50 y p52, no.  RelB, 

además requiere de un dominio N-terminal de cierre de leucinas.  

Los factores de transcripción activos p50 y p52 resultan de la proteólisis de los 

precursores p100 y p105, respectivamente. Durante el procesamiento de p100 y p105, 

se pierde la región C-terminal que presenta dominios ankirina con efecto inhibitorio 

(Figura I.7).  Los dominios repetitivos de tipo ankirina también se encuentran presentes 

en las proteínas inhibitorias de NF-B, inhibitor of NF-B (IB), por lo que p100 y p105 

podrían ser consideradas también como proteínas IB. Las proteínas precursoras, p100 

y p105, pueden inhibir la localización nuclear y la actividad transcripcional de los dímeros 

de NF-B de forma análoga a como lo hacen las proteínas IB. A su vez, p100 y p105 

interactúan con otras proteínas de la familia NF-B a través del dominio RHD, mientras 

que los dominios C-terminales de repeticiones de ankirina cumplen una función 

inhibitoria sobre el factor de transcripción (77). Ambas son procesadas de forma 

dependiente de una señal Glycin Rich Region (GRR) localizada en el C-terminal del 

dominio RHD. El procesamiento de p100 ocurría constitutivamente, obteniéndose como 

resultado una mezcla de dímeros conteniendo tanto las subunidades p105 como p50 de 

NF-B. Por el contrario, p100 es procesada de forma inducible por estímulos activadores 

de la vía de señalización no canónica de NF-B. Adicionalmente, esta proteína de la 

familia Rel, puede ser degradada en forma parcial para dar lugar a p52, o bien 

degradarse en forma total. 
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Figura I.6. Proteínas NF-B.  a. Esquema que muestra los posibles dímeros de NF-B. Modificado 

de Vincent, et.al. (80). b. Distribución de dominios en los miembros de la familia RelA que forman parte de NF-B. 

Modificado de Oeckinghaus et. al. (77). Referencias: RHD: Rel Homology Domain, TAD: Transactivation domain, LZ: 

Cierre de leucinas o Leucine Zipper, GRR: Glycin Rich Region, ANK: repeticiones de ankirina, DD: Death Domain.  

 

Las proteínas IB 

 Todas las proteínas IB se caracterizan por la presencia de siete repeticiones de 

ankirina que interactúan con el dominio RHD de proteínas NF-B. IB secuestra a los 

dímeros de NF-B en el citoplasma, previniendo su unión al ADN y actividad 

transcripcional. Cada proteína IB se asocia preferentemente a un grupo particular de 

dímeros de NF-B. En este sentido, IBα inhibe preferencialmente los complejos 

p65•p50.  

 

 

 

 

Figura I.7. Proteínas IB.  Esquema de los dominios funcionales de las proteínas IBα,  y . Modificado de 

Oeckinghaus et. al.  (77). Referencias: ANK: ankirina, PEST: región rica en aminoácidos Pro, Glu, Ser, Tre.  

b. 

IBα 

IB 

IB 

ANK 
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La interacción de NF-B con alguna de las proteínas IB prototípicas Iα, I e 

IB, y con los precursores p105 y p100 determinan la localización citoplasmática del 

factor de transcripción en células en reposo. En la vía de activación canónica, en 

ausencia de estímulo activador, IBα enmascara la secuencia de localización nuclear 

(NLS) sobre p65 y aporta una secuencia de exportación nuclear (NES) presente en IBα. 

La NLS de p50 permanece descubierta, aunque en presencia de IBα unido a p65, para 

el heterodímero p65•p50, el equilibrio de transporte anterógrado y retrógrado se favorece 

hacia la permanencia citoplasmática del factor (77). Los residuos Ser32 y Ser36 de IBα 

son blanco de fosforilación por el complejo de quinasas IKK. Luego, las proteínas IB 

son modificadas por ubiquitina E3 ligasas de la familia SCRF, y marcadas para su 

degradación vía proteasoma. La degradación de IBα cambia el estado de equilibrio, 

favoreciendo la presencia nuclear de p65•p50. IBα también participa de un mecanismo 

de retroalimentación negativa, ya que la expresión de IBα se encuentra estimulada por 

la activación de NF-B.  

Otras proteínas IB canónicas tienen funciones más diversas. IB tiene similar 

preferencia por la unión a dímeros de NF-B, aunque puede interactuar con estos 

complejos unidos a ADN, sugiriendo una posible regulación negativa sobre la 

transcripción.   

El complejo de quinasas IKK 

El complejo de quinasas IKK cuenta con dos quinasas catalíticamente activas, IKKα e 

IKK, así como también de la subunidad regulatoria IKK o NEMO. La Figura I.8 muestra 

a las proteínas que forman el complejo IKK con sus respectivos dominios funcionales. 

IKKα e IKK poseen un dominio quinasa en el extremo N-terminal, un dominio cierre de 

leucinas (LZ), un Helix Loop Helix (HLH, y un dominio C-terminal NEMO Binding Domain 

(NBD).  El dominio LZ es responsable de la dimerización de ambas proteínas, mientras 

que el dominio HLH es necesario para la actividad quinasa. El dominio NBD consiste en 

una secuencia de seis aminoácidos que, como su nombre lo indica, median la interacción 

de IKKα/ con la subunidad regulatoria NEMO. La activación del complejo de quinasas 

IKK depende de la fosforilación de al menos una de sus subunidades catalíticas, IKKα o 

IKK en dos residuos Serina del dominio HLH.  Ambas quinasas se expresan de forma 

ubicua, y la fosforilación de IKKα o IKK depende del estímulo activador de NF-B.  
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Figura I.8. Proteínas del complejo IKK.  Esquema de los dominios funcionales de las proteínas IBα,  y 

. Modificado de Oeckinghaus et. al. (77). Referencias: ANK: ankirina, PEST: región rica en aminoácidos Pro, Glu, Ser, 

Tre.  

La vía de activación canónica de NF-B es inducida por una variedad de agentes 

inflamatorios, citoquinas, moléculas asociadas a patógenos y receptores antigénicos, en 

la que ocurre la fosforilación de IKK. Tanto IKK como NEMO resultan esenciales para 

que ocurra la fosforilación de IBα, y como consecuencia, la degradación del inhibidor y 

el retrotransporte de NF-B al núcleo. Por el contrario, la vía de activación no canónica 

es activada a través de una cantidad reducida de receptores que incluyen a: BAFFR, 

CD40, LTR, RANK, TNRF2 y Fn14 (81). Más aún, la señalización no canónica de NF-

B depende de la actividad de IKKα, y no así de IKK ni de NEMO. IKKα fosforila a la 

proteína precursora p100 que forma parte del complejo p100•RelB. Esto resulta en la 

degradación parcial de p100 por el proteasoma, dando lugar al dímero p52•RelB. El 

dímero es liberado para su translocación nuclear y la interacción con secuencias 

promotoras de respuesta a NF-B. 

La vía canónica de señalización de NF-B 

La vía canónica de activación de NF-B puede ser estimulada por señales 

proinflamatorias tales como citoquinas, entre las que se encuentran TNF-α, IL-1 e IL-6, 

moléculas asociadas a patógenos (PAMPs) y otras moléculas asociadas al daño celular 

(DAMPs). En lo que respecta a esta vía de activación de NF-B, existen diferentes 

caminos que llevan a la activación del complejo de quinasas IKK, dependiendo del 

receptor de membrana involucrado y de las proteínas implicadas río abajo del receptor.  

La activación del receptor Tumor Necrosis Factor Receptor 1 (TNFR 1) recluta a 

proteínas adaptadoras TNFR1 Associated Death Domain (TRADD) y TNF receptor-

associated factors 2/5 (TRAF2/5) (82). Como consecuencia, ocurre un segundo 

reclutamiento que consiste en la llegada de un complejo de Ubiquitin E2/E3 ligasas que 

IKK/NEMO 

IKK 

IKKβ 
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contiene a UbcH5 y cIAP1. Estas Ubiquitin E2/E3-ligasas conjugan cadenas lineales de 

ubiquitina sobre la quinasa Serine/threonine kinase receptor-interacting protein 1 (RIP1). 

Las cadenas de ubiquitina posibilitan la interacción entre TAB/TAK1 y el complejo de 

quinasas IKK. TAK1 finalmente es la encargada de fosforilar y activar a IKK (80). (Figura 

I.9 izquierda) 

Un segundo mecanismo de activación de IKK que involucra a TNFR 1 conlleva 

el reclutamiento de proteínas adaptadoras TRADD y TRAF2/5, y de cIAP1; pero de un 

complejo de Ubiquitin ligasas diferente. En esta vía, participa el complejo de Ubiquitin-

ligasas LUBAC, el cual comprende a las proteínas HOIP y TOIL-1L. En consecuencia, el 

complejo LUBAC conjuga una cadena de ubiquitina en la proteína regulatoria NEMO que 

resulta en la activación del complejo IKK. La fosforilación de IKK es presuntamente 

consecuencia de un mecanismo de trans auto-fosforilación. (Figura I.9 centro). 

El tercer mecanismo descripto involucra a los receptores del tipo Interleukin-1 

Receptor (IL-1R) y Toll Like Receptors (TLRs). La activación por sus ligandos específicos 

recluta a las proteínas MyD88 e IRAK, así como también a un complejo de Ubiquitin 

E2/E3 ligasas compuesto por TRAF6 y Ubc13. Consecuentemente, ocurre la 

ubiquitinación de IRAK1, lo cual permite la interacción entre TAK1 y el complejo IKK. 

Finalmente, TAK1 fosforila y activa a IKK. (Figura I.9 derecha). 

Uno de los activadores de NF-B utilizados en esta tesis es el éster de forbol 12-

miristato-13-acetato (PMA), un activador de NF-B ampliamente utilizado en 

investigación biomédica. El mecanismo de PMA sobre NF-B involucra la activación de 

la quinasa PKC, la que fosforila a TRAF2 y como consecuencia de ello, ocurre la 

ubiquitinación de RIP1, y finalmente la activación de IKK (82, 83). Una vez que IKK es 

activada, fosforila a IBα en dos Ser terminales, Ser32 y Ser36. La fosforilación de IBα 

permite el reclutamiento de la Ubiquitina E3 ligasa SCF/, encargada de ubiquinar al 

inhibidor de NF-B y para ser degradado por el proteasoma 26S. La subsecuente 

ubiquitinación y degradación de IBα libera al dímero de NF-B para ser transportado al 

núcleo. Los principales dímeros transcripcionalmente activos de esta vía de señalización 

son p65•p50, y en menor abundancia, p65•p65, cRel•cRel y cRel•p50 (Figura I.6. A). 
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Figura I.9. Activación del complejo de quinasas IKK en la vía de señalización canónica de 

NF-B. Esquema de las proteínas involucradas en la señalización y las tres vías posibles de activación de IKK 

(izquierda, centro y derecha). Fuente: Vincent et. al. (80). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.10. Las diferentes vías de activación de NF-B. 

a. Activación canónica de NF-B. Involucra la activación del complejo de quinasas IKK luego de la estimulación del 

receptor (TLR, TNFR o IL-1R) con LPS, TNF-α o IL-1. IKK fosforila a IBα en dos residuos serina, lo que señaliza 

para su degradación por el proteasoma. La degradación de IBα permite la subsecuente-te translocación del 

heterodímero p65•P50 al núcleo, y la consecuente regulación de los genes blanco B.  

b. Señalización no canónica de NF-B. Puede ser activada por los receptores CD40, RANK, BAFFR y LTR con 

sus respectivos ligandos. La quinasa NIK es activada en esta cascada, provocando la fosforilación de IKKα. IKKα está 

encargada de fosforilar a la proteína p100, lo que desencadena su degradación parcial por el proteasoma. El 

Estímulo 

inflamatorio 

Activación de IKK 
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procesamiento de p100 a p52 permite la translocación del heterodímero de NF-B, RelB•p52, y la regulación de la 

expresión de sus genes blanco.  Esquema integrado modificado de Lagadari et. al. (7). 

 

Modificaciones post-traduccionales de NF-B 

Además de las modificaciones en IB y las proteínas quinasa del complejo IKK, 

las modificaciones post-traduccionales sobre las subunidades de NF-B son clave para 

regular su actividad. Las más estudiadas ocurren en la subunidad p65 e incluyen 

fosforilación, acetilación, metilación y ubiquitinación, entre otras. Se han detectado 

numerosos sitios de fosforilación de p65, los que se detallan en la Figura I.11.a y la Tabla 

I.3, en donde también se explicita la quinasa responsable y la función biológica 

involucrada. 

 

Figura I.11: Modificaciones post-traduccionales de p65. a. Residuos modificados por fosforilación. 

Modificado de: Christian et. al. (84). b. La estabilidad de p65 es regulada por ubiquitinación de p65 en diferentes residuos. Fuente: 

Collins et. al. (85). Referencias: P: fosforilación, Ub: ubiquitinación, I: isomerización. RHD: Rel Homology Domain, TAD: 

Transactivation domain 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                        Tabla I.3: Fosforilación de p65 en diferentes residuos. Fuente: Hoesel et. al. (86) 
y Christian et. al. (84)  

Sitio de fosforilación Proteínas quinasa Función Biológica 

S205 Desconocido Transactivación 

T254 Desconocido Activación de isomerización de 

prolina por Pin-1 

S276 PKA-C, MSK1, MSK2, 

RSK p90, PKC 

Transactivación y acetilación 

en K310 

S281 Desconocido transactivación 

S311 PKC Transactivación y acetilación 

en K310 

S316 Desconocido Transactivación 

T435 Desconocido Transactivación 

S468 GSK3 

IKK 

Inhibición 

Transactivación 

T505 Chk1 Inhibición 

S529 CK2 Transactivación 

S536 IKKα, y , NAK/TBK1 

RSK1 

Transactivación y 

estabilización 

Disminuye la exportación 

nuclear medidada por IBα 

a. b. 
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La ubiquitinación de p65 se encuentra íntimamente relacionada con su 

estabilidad. Además de cadenas de ubiquitina unidas a través de K48 asociadas a la 

degradación proteasomal, se han encontrado cadenas de ubiquitina no degradativas 

(K29, K33 y K63) que modifican a p65, aunque no se conocen aún las consecuencias 

de estas modificaciones sobre esta subunidad. Los diferentes sitios de ubiquitinación de 

p65 reportados son producto de la acción de diferentes ubiquitina-E3 ligasas, entre las 

que se encuentran: SOCS1, MKRN, PPAR- e ING-4 (87). La ubiquitinación de p65 

cumple un rol en el mantenimiento del equilibrio de los niveles de p65, pero también es 

requerida para la eficiente terminación de la transcripción mediada por NF-B. La unión 

al ADN es un desencadenante de la ubiquitinación de p65, por lo que solo una pequeña 

fracción de la proteína p65 es degrada, removiéndola de los sitios promotores B. La 

inhibición de la degradación de p65 por inhibidores del proteasoma o con proteínas p65 

recombinantes resistentes a la ubiquitinación resulta en una expresión sostenida de 

algunos genes blanco de NF-B específicos (85).  

Otro de los mecanismos que contribuyen a la terminación de la transcripción 

mediada por NF-B es la síntesis de IBα y su acción nuclear sobre los dímeros de NF-

B. NF-B regula la expresión de su proteína inhibitoria IBα, constituyendo uno de los 

principales mecanismos de regulación negativa. IBα sintetizada de novo no solo 

desfavorece la interacción de NF-B con ADN, sino que además estimula su exportación 

nuclear (88).  

El rol de NF-B en cáncer 

NF-B regula la expresión de genes que participan de diferentes procesos 

celulares como supervivencia, invasión, proliferación, angiogénesis, inflamación y 

transición epitelio-mesenquimal, involucrados en el desarrollo y promoción del cáncer 

(Figura I.12). Los genes blanco de NF-B cumplen funciones capaces de promover un 

fenotipo oncológico. Se ha identificado un subgrupo de linfomas de célula B grande 

difusa que requieren de NF-B para su crecimiento y supervivencia, ya que la expresión 

de los genes asociados a este tipo de linfoma se ve bloqueada por la inhibición de NF-

B (89). De forma similar, la expresión de la proteína oncogénica Ras regula de forma 

NF-B-dependiente a aproximadamente 25 genes. Existen mecanismos comúnmente 

asociados a todos los tipos de cáncer que involucran: la autosuficiencia de la 

proliferación, la pérdida de mecanismos inhibitorios del crecimiento, la supresión de 
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umbrales de apoptosis, el aumento de propiedades angiogénicas y la habilidad de invadir 

tejido local y hacer metástasis en sitios distantes. NF-B participa y puede afectar de 

alguna forma estos mecanismos (78). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.12. NF-B regula la expresión de genes involucrados en diferentes procesos 

celulares que participan en el desarrollo y promoción del cáncer.  Modificado de Basseres et. 

al.(78). 

 

Existen mecanismos comúnmente asociados a todos los tipos de cáncer que 

involucran: la autosuficiencia de la proliferación, la pérdida de mecanismos inhibitorios 

del crecimiento, la supresión de umbrales de apoptosis, el aumento de propiedades 

angiogénicas y la habilidad de invadir tejido local y hacer metástasis en sitios distantes. 

NF-B participa y puede afectar de alguna forma estos mecanismos (78).  

NF-B puede promover la proliferación celular a través de la regulación de genes 

blanco-específicos. Por ejemplo, NF-B puede favorecer la hiperfosforilación de Rb por 

activación del promotor de ciclina D1. IKKα participa en la transcripción del gen de ciclina 

D1 por medio de la fosforilación del factor de transcripción -catenina. NF-B también se 

encuentra asociado a la regulación positiva de HIF-1α. 

NF-B directamente regula una vía antiapotótica. Genes supresores de la 

apoptosis, como Bcl-2 y Bcl-xl, que se encuentran frecuentemente sobreexpresados en 

cáncer humano. La inhibición de NF-B en ciertas líneas celulares tumorales resulta en 

la muerte por apoptosis. Este es el caso de Reed-Sternberg (RS) de linfoma de Hodgkin, 

dónde la inhibición de NF-B provocada por la expresión de IBα genera una disminución 
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en la expresión de A1/Bfl-1, Bcl-xl y el inhibidor de la apoptosis, c-IAP2, que afecta la 

proliferación y supervivencia de las células.  

Muchos tumores exhiben un aumento de la angiogénesis, un proceso que es 

requerido para el mantenimiento y la progresión del tumor, y la habilidad de células 

tumorales de invadir tejido local y hacer metástasis. Estos procesos involucran también 

un cambio en la expresión de moléculas de adhesión, integrinas y proteasas 

extracelulares como metaloproteasas. La transición epitelio-mesenquimal constituye una 

alteración encontrada en frecuentemente en fenotipos metastásicos. NF-B tiene un rol 

en cada uno de estos procesos, ya que ha sido reportado que promueve la angiogénesis 

y la metástasis de ciertos modelos cáncer. Su acción se asocia principalmente a la 

regulación del factor de crecimiento endotelial VEGF y a la expresión de metaloproteasas 

(MMPs). La inhibición de NF-B en melanoma y cáncer de ovario resulta en una 

reducción en la expresión de VEGF y de IL-8, con un efecto antiproliferativo que bloquea 

la angiogénesis y la metástasis.  

Se ha reportado una activación aberrante de NF-B en varios tipos de cáncer, tanto en 

tumores sólidos como en neoplasias hematológicas, los que se resumen en la Figura 

I.13. 

 

 

Figura I.13.   La activación constitutiva de NF-B se encuentra en distintos tipos de blastos 

y tumores primarios humanos.   Modificado de: Basseres y Baldwing et. al.(78). 
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Inhibición farmacológica de NF-B como acercamiento terapéutico para el 

tratamiento de cáncer. 

La inhibición de NF-B tiene efecto potencial sobre la proliferación de células 

tumorales y sobre enfermedades inflamatorias. Muchos productos naturales con 

propiedades antitumorales y antiinflamatorias han mostrado la capacidad de inhibir a NF-

B. P.ej. la wedelolactona, un inhibidor de las quinasas de IB es capaz de suprimir la 

fosforilación de IB y de p65 en Ser536 y en Ser468. Otros compuestos naturales como 

parthenolide, honokiol y magnolol también inhiben la vía de señalización de NF-B. 

Compuestos inhibitorios de la vía PI3K/Akt y que inducen muerte celular presentan un 

efecto negativo sobre la activación de NF-B, por ejemplo, evodiamina, oridonina, 

alantolactona, isoalantolactona, casticina, ácido B pseudolarico y jaceosidina. 

Adicionalmente, compuestos antioxidantes como tioles antioxidantes, quelantes de 

calcio y derivados de vitamina E y C, y del ácido alfa lipoico han sido utilizados como 

inhibidores de la activación de NF-B inducida por peróxido de hidrógeno (90).   

Inhibidores del proteasoma, bloquean la degradación de diferentes proteínas 

ubiquitinadas dentro de la célula, incluyendo a miembros de la familia IB. Estas drogas 

también han sido utilizadas en el tratamiento de cáncer con el objeto de bloquear la 

actividad de NF-B, como es el caso de leucemia de células T y mieloma múltiple. El 

inhibidor del proteasoma más frecuentemente utilizado en estos casos es Bortezomib en 

combinación con un inmunomodulador y un agente quimioterapéutico. La talidomida, un 

potente inmunomodulador y sus análogos, también son drogas capaces de bloquear la 

acción de NF-B a nivel de la actividad de IKK. El tratamiento con estas drogas ha 

demostrado que poseen acción antitumoral con impacto en la apoptosis y el arresto de 

la proliferación, especialmente en mieloma múltiple refractario (78). Otros 

inmunomoduladores como los glucocorticoides, dexametasona, prednisona y 

metilprednisolona son utilizados por sus propiedades antiinflamatorias. Los 

glucocorticoides inhiben la vía de activación de NF-B por un mecanismo de trans-

represión al disminuir su unión al ADN (90).   

La curcumina, un componente extraído de la especie Curcuma longa, 

comúnmente conocida como cúrcuma, ha sido estudiada extensamente en líneas 

celulares con un efecto antitumoral y antiangiogénico, y una inhibición en la expresión 

de genes regulados por NF-B (Ciclina D1, Bcl-2 y Bcl-xl). Extensivos ensayos clínicos 

han sido efectuados con curcumina para el tratamiento de enfermedades de origen 
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inflamatorio, inmunodeficiencias, y cáncer, entre otras, con resultados prometedores 

(91).  De forma similar, inhibidores de IKK, BAY 11-7082 y AS602868, han mostrado 

cierta eficacia en modelos de leucemia en su habilidad de inducir apoptosis (92, 93). 

Un hecho que merece ser destacado es que, además de la regulación en la 

expresión de genes que regulan la proliferación y supervivencia celular, NF-B también 

ejerce acción moduladora sobre una familia de factores de transcripción, la de E2F, los 

que son importantes reguladores del ciclo celular y la apoptosis.  

La familia de factores de transcripción E2F. 

La familia de factores de transcripción E2F es determinante en la progresión del 

ciclo celular, así como también se ha determinado que en ciertas condiciones regula la 

muerte celular (94). Las proteínas E2F se unen al ADN y regulan la transcripción de 

diversos genes formando heterodímeros con miembros de la familia de proteínas DP. 

Las proteínas E2F se clasificaron tradicionalmente en activadores e inhibidores de la 

transcripción. Dentro de los activadores se encuentran los E2F1–E2F3, y dentro de los 

represores E2F4-E2F7 (95). E2F4 y E2F5 son malos activadores transcripcionales, y 

parecen funcionar principalmente como represores (96). No obstante, el campo de la 

familia E2F presenta al presente más incertidumbres que certezas respecto de su modo 

de acción, y mucho resta por descubrirse. La función de las E2F se regula finamente por 

proteínas inhibitorias del tipo Retinoblastoma Protein Rb (i.e. pRb, p107 y p130), así 

como también de cofactores necesarios para su actividad transcripcional, tales como 

histona-acetil-transferasas (HATs) (97). Los factores de transcripción E2F1, E2F2 y E2F3 

interactúan exclusivamente con pRB, E2F4 puede interactuar con las tres proteínas Rb, 

mientras que E2F5 une exclusivamente p130 (96). 

El mecanismo por el cual ocurre la activación transcripción dependiente de E2F 

requiere de la interacción con HATs, mientras que se cree que Rb recluta remodeladores 

de cromatina con actividad de histona desacetilasa (HDAC), metil-transferasa de 

histonas, metiltransferasa de ADN y remodeladores dependientes de ATP. En 

condiciones de privación de suero, los miembros represores de la transcripción junto a 

sus proteínas Rb se posicionan sobre los promotores regulados por E2F impidiendo su 

transcripción. Luego de la entrada a G1, estos promotores son liberados, y los sitios se 

ocupan por E2F activadores que promueven la transcripción de estos genes (98, 99). El 

proceso descripto es consecuencia principalmente de la fosforilación de proteínas Rb en 

G1 por Cdks: Ciclina D/ckd4,6 y Ciclina E/cdk2 (96). En líneas generales el mecanismo 
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anterior fue el descripto para la regulación de genes por E2F; sin embargo, evidencias 

recientes indican que los E2F tradicionalmente considerados como represores, también 

pueden inducir la transcripción de otros genes regulados por E2F. La localización 

subcelular de E2F varía según el tipo de E2F a lo largo del ciclo celular, por ejemplo, 

E2F1-E2F3 tienen localización principalmente nuclear, mientras E2F4 se presenta en el 

citosol y solamente migra al núcleo en Go (100).  

La acción de E2F1-3 favorece la expresión de genes necesarios durante la fase 

S y acopla la progresión del ciclo celular con la transcripción de los genes involucrados. 

Como reguladores clave de la progresión del ciclo celular, la familia de factores E2F 

también interviene en la regulación de la proliferación celular. Además de la regulación 

de genes relacionados con el ciclo celular (Ciclina D1, Jun, myc, Ciclina E1, cdk2, mcm2-

7, PCNA, Rb, etc.) también se encuentran entre sus genes blanco, algunos involucrados 

con daño al ADN y puntos de control (BCRA1,2, p53), apoptosis (caspasa 3, 7 y 8, Bad, 

APAF, Bcl-2), diferenciación (PPAR-) y desarrollo (HOXA 5-11) (101). 

La acción de la vía de señalización E2F/Rb en oncogénesis ha sido alimentada, 

tanto por evidencias obtenidas con líneas celulares y ratones transgénicos, como 

mediante el análisis de tumores humanos. La actividad desregulada de E2F se ha 

relacionado con un peor pronóstico en diferentes tipos de cáncer en humanos (96).  

La vía de E2F y de NF-B se encuentran interconectadas. Es así que p65 tiene la 

capacidad de interactuar con E2F1-E2F3 e inhibir su actividad, ya que impide la acción 

de los cofactores HATs (102). Por otro lado, E2F4 puede ser fosforilado por IKK 

induciendo su translocación al núcleo (102). La interacción entre p65 y E2F, impide la 

formación del heterodímero activo p65/p50. Adicionalmente, evidencia reciente sugiere 

que existe una regulación coordinada del ciclo celular. La interacción con E2F regula la 

actividad de NF-B en las diferentes etapas del ciclo. En fase S, la respuesta de NF-B 

se encuentra retrasada o reprimida y se observa interacción de p65 con E2F4. Por otro 

lado, en la transición G1/S, NF-B se encuentra activo, lo que resulta en un ciclo celular 

más largo y sincronizado entre las células (103).  

Antecedentes 

Hallazgos previos realizados en el laboratorio en el que se desarrolló esta tesis 

doctoral sugirieron una regulación de NF-B por proteínas FKBPs inspirada en el 

mecanismo de activación de los RE modulado por FKBP51 y FKBP52. Los resultados 

mostrados en las Figuras I.14 y I.15 impulsaron la formulación de los objetivos de esta 
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tesis. En la Figura I.14.a y 14.b se muestran ensayos de gen reportero para la actividad 

transcripcional de NF-B en células Hek293T transfectadas con plásmidos de expresión 

para FKBP51, FKBP52 o el vector vacío y estimuladas con PMA (100 ng/ml). Los 

resultados indican un efecto potenciador de FKBP52 sobre la actividad transcripcional 

de NF-B estimulada por PMA, y un efecto antagónico por la sobreexpresión de FKBP51. 

A su vez, en la Figura I.15 y en concordancia con lo descripto para los RE, en ensayos 

de inmunofluorescencia indirecta para células Hek293T transfectadas con plásmidos 

codificantes para p65 y FKBP51, FKBP52 o el vector vacío en presencia de PMA (100 

ng/ml) mostraron un efecto inhibitorio de FKBP51 sobre la translocación nuclear de p65, 

y una mayor retención nuclear de p65 por la sobreexpresión de FKBP52. La similitud 

entre estos resultados y la conocida regulación de los RE por FKBPs constituyeron la 

primera evidencia de que FKBP51 y FKBP52 podrían regular la actividad de este factor 

de transcripción de forma similar a su acción sobre los RE. Los ensayos de 

inmunoprecipitación demostraron que plas IMMs co-inmunoprecipitan con p65 de 

manera funcional, es decir FKBP52 reemplaza a FKBP51 en el complejo cuando las 

células son estimuladas. En su conjunto, estos resultados motivaron el desarrollo de los 

objetivos y la hipótesis de esta tesis doctoral, que en general buscan desentrañar el 

mecanismo subyacente en la regulación de NF-B por FKBP51 y FKBP52. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figura I.14. Efecto de FKBP51 y FKBP52 sobre la activación transcripcional de NF-

B estimulada con PMA.  a. Ensayo de gen reportero para NF-B en células Hek293T transfectadas 

con: a). 0,1 a 1,0 μg de plásmido codificante para FKBP51 o vector vacío, y tratadas con 100 ng/ml PMA 

durante 6 horas. b). 0,1-1,0 μg de plásmido codificante para FKBP52 o vector vacío y tratadas con 100 

ng/ml PMA durante 6 horas. Los resultados son la media ±SEM (n=5) del cociente entre la actividad de 
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luciferasa y -galactosidasa, relativizados al grupo de células transfectado con el vector vacío y tratado 

con PMA.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I.15. Efecto de FKBP51 y FKBP52 sobre la translocación nuclear de p65 
inducida por PMA.  Cuantificación correspondiente a ensayos de inmunofluorescencia indirecta para 

p65 en células transfectadas por los plásmidos de expresión para FKBP51, FKBP52 o el vector vacío. Los 

resultados se expresan como el porcentaje de células con localización nuclear de p65 ± ES en función del 

tiempo de tratamiento con PMA (100 ng/ml).  

Referencias: Células transfectadas con vector vacío (círculo)), plásmido codificante para FKBP51 

(cuadrado) o para FKBP52 (triángulo).  
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Materiales y Métodos 
 

Materiales 

1. Líneas celulares 

• Hek293T: Línea celular humana inmortalizada a partir de células embrionarias de 

riñón. Esta línea sobreexpresa constitutivamente el antígeno T de SV40 y cuenta 

con un gen de resistencia a neomicina (neo). 

• Hek293: Línea celular humana inmortalizada a partir de células embrionarias de 

riñón. No sobreexpresa el antígeno T de SV40 ni resistencia presenta el gen neo. 

• Jurkat: Línea celular humana proveniente de sangre periférica de un paciente con 

leucemia linfoblástica aguda.  

• Hek293 WT: Denominación dada a la línea Hek293 en contraposición a las líneas 

estables generadas a partir de esta. 

• Hek293 FKBP51: Línea celular generada en este trabajo de tesis doctoral a partir 

de la línea parental Hek293 por sobreexpresión estable de la proteína FKBP51. 

Se obtuvieron 3 clones independientes (clon 1, 2 y 3) de Hek293 FKBP51. La línea 

Hek293 fue transfectada con el vector pCI-neo hFKBP51 y seleccionada con el 

antibiótico G418.  

• Hek293 pCI-neo: Línea celular generada en este trabajo de tesis doctoral a partir 

de la línea Hek293 que fue transfectada en forma estable con el vector pCI-neo y 

seleccionada con el antibiótico G418. 

 

2. Plásmidos 

• pNF-B cis reporter: Plásmido reportero de la actividad transcripcional de NF-B. 

Cuenta con sitios de respuesta B río arriba del gen de luciferina. Contiene el gen 

de resistencia a Ampicilina (Ampr). Adquirido a Stratagene, La Jolla, CA,USA, Cat. 

219078-51 

• pSV-Gal: Plásmido codificante para la enzima -galactosidasa. Contiene la 

secuencia del gen LacZ río abajo del promotor viral SV40. Permite normalizar los 

ensayos de gen reportero por eficiencia de transfección. Contiene el gen Ampr.  
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• pCI-neo: Vector para clonado que cuenta con el gen de resistencia neo. Se utilizó 

como vector vacío. Contiene el gen Ampr. 

• pCI-neo hFKBP51: Vector pCI-neo que contiene el ORF (Open Reading Frame) 

de FKBP51 humana salvaje. 

• pCI-neo hFKBP52: Plásmido codificante para la proteína FKBP52 humana 

salvaje.  

• Plámidos codificantes para proteínas FKBPs mutantes generados por el 

laboratorio del Dr. David Smith y facilitados por el Dr. Marc Cox (Universidad de 

Texas, El Paso, EE.UU.):  

- pCI-neo hFKBP51 K352A: mutante de FKBP51 sin capacidad de unión a 

Hsp90. 

- pCI-neo hFKBP51: doble mutante puntual de FKBP51 sin actividad enzimática 

PPIasa. 

- pCI-neo hFKBP52 K354A: mutante puntual de FKBP52 sin capacidad de unión 

a Hsp90. 

- pCI-neo hFKBP52 F67Y: mutante puntual de FKBP52 sin actividad PPIasa. 

- pCI-neo hFKBP52 F130Y: mutante puntual de FKBP52 sin actividad PPIasa. 

• pCMV6-flag-TPR: Vector que expresa el dominio TPR de la proteína PP5 

fusionado al péptido-señal flag (DYKDDDDK). Contiene el gen Ampr. El plásmido 

recombinante fue brindado por Dr. Michel Chinkers, Universidad de South 

Alabama, EE.UU.  

• p65-HA: Vector con la secuencia correspondiente al ORF de p65 humana 

fusionada a un tag de histidinas (HA). Contiene el gen Ampr. 

• pcDNA-Ub-HA: Vector pcDNA que codifica para la proteína Ubiquitina fusionada 

a un tag de HA. Presenta el gen Ampr. La construcción fue generada en el 

Laboratorio del Dr. Martín Monte, FCEN-IQUIBICEN, Argentina. 

• 6×E2F-LUC reporter plasmid: Vector reportero pGL3 que contiene un promotor 

mínimo TATA y seis sitios de unión para E2F. Además, cuenta con el gen de 

selección Ampr.  Este vector fue otorgado por el Dr. Martín Monte, FCEN-

IQUIBICEN, Argentina. 

• pE2F-HA: Vectores que codifican para los factores de transcripción E2F 

fusionados a un tag de HA. Presenta resistencia a ampicilina. Entre los E2F se 
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encuentran: E2F1-HA, E2F2-HA, E2F3-HA y E2F4-HA, los cuales fueron 

brindados por el Dr. Martín Monte, FCEN-IQUIBICEN, Argentina. 

• shRNA FKBP51: Se utilizó una mezcla de dos vectores de silenciamiento de 

FKBP51 humana marca Origene con gen de resistencia a kanamicina. Los 

plásmidos fueron brindados por la Dra. Graciela Piwien-Pilipuk, IByME, Argentina. 

Los mismos contienen las siguientes secuencias para el silenciamiento de 

FKBP51:  

Cat. del vector shRNA - Secuencia nucleotídica 

FI351902 ACTGGACAGTGCCAATGAGAAAGGCTTGT 

FI351903 CTGAACCTGGCCATGTGCTACCTGAAGCT 

 

• shRNA mock: Vector de silenciamiento control con una secuencia azarosa de 

nucleótidos y resistencia a kanamicina. El vector es marca Origene, Cat. TR20003 

y fue otorgado por la Dra. Graciela Piwien-Pilipuk, IByME, Argentina.  

3. Anticuerpos 

Anticuerpos primarios anti-:  

• FKBP52:  UP30, anticuerpo de conejo policlonal, provisto por Dr. K. Leach 

(Pharmacia and Upjohn Inc.,Kalamazoo, MI) 

• Flag:  SIGMA, M2 F1804, ratón. 

• p65: Santa Cruz, sc-8008, IgG1 monoclonal de ratón y Santa Cruz, sc-372, IgG 

policlonal de ratón.  

• FKBP51: MG-19, suero policlonal de ratón y Pierce-Thermo Scientific,  PA1-020, 

IgG monoclonal de ratón. 

• MMP-9: Cell Signalling, (D6O3H) XP 13667, IgG monoclonal de ratón. 

• IBα fosforilada en serina 32 (p-IB ser32): Cell Signalling (14D4) 2859, IgG 

monoclonal de ratón. 

• IBα: Santa Cruz, sc-1643, IgG monoclonal de ratón.  

• p65 fosforilada en serina 536 (p-NF-B ser536): Santa Cruz, sc-33020, IgG 

policlonal de conejo. 

• -Actina: Santa cruz, sc-47778, IgG monoclonal de conejo.  

• GADPH: Santa Cruz, sc-32233, IgG1 monoclonal de ratón. 
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• HA: Santa Cruz,  sc-805, IgG policlonal de conejo. 

• β tubulina: Santa Cruz, sc-5274, IgG2b monoclonal de ratón. 

• Hsp90: Stress Marq. Biosciences Inc, smc-149, monoclonal IgG2b de ratón. 

• Hsp70: Stress Marq. Biosciences Inc, smc-100, monoclonal IgG de ratón. 

 

Anticuerpos secundarios anti-: 

• IgG de conejo cadena liviana acoplado a enzima peroxidasa HRP: Jackson, 211-

032-171 

• IgG de ratón cadena liviana acoplado a enzima peroxidasa HRP: Jackson, 115-

035-174 

• IgG ratón acoplado a fluoróforo Alexa488: Sigma, SAB4600387. 

• IgG conejo con fluoróforo Alexa 568: Sigma, SAB4600234. 

3. Enzimas 

• ADN taq-polimerasa: Thermo Fisher Scientific, Taq DNA polymerase, EP0402. 

• Transcriptasa reversa (RT): Thermo Fisher Scientific, RevertAid Reverse 

Transcriptase, EP0441.  

• Fosfatasa alcalina intestinal bovina: Sigma, Cat. P4978. 

• RNAsa A 

4. Medios y complementos de cultivo celular 

• Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT): Sigma, Cat. 

M2128. 

• DMEM: Dulbecco´s Modified Eagle Medium, Gibco, Cat. 0846.  

• RPMI: RPMI Medium 1640, Gibco, Cat. 3606.  

• Glutamax 100X: 200 mM L-glutamina dipéptido en NaCl 0,85% p/v. 

• Glucosa 

• Estreptomicina: Gibco, Cat. 11860-038.  

• Penicilina G sódica: Richet, 3MUI ampolla.  

• Piruvato de sodio: Sigma, Cat. P76225  

• Suero Fetal Bovino: Suero Fetal Bovino Suermer, Internegocios S.A.  

• Hepes: Amresco. Cat. 0511.  

• Tripsina 

• OptiMEM 

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/sab4600234?lang=es&region=AR
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• PEI: Polietilimina lineal, Polysciencies, Cat. 9002-98-6. 

• Poli D-lisina hidrobromuro (Polilisina D): Sigma, Cat. P1149. 

5. Primers  

• Primers aleatorios de 6 nucleótidos: Gen Biotech,  Random Primer 6mer.  

• MMP-9: primer para la secuencia de ARNm transcripta a partir del gen de MMP-9 

humano. 

• Bax: primer para la secuencia de ARNm transcripta a partir del gen de Bax 

humano. 

• Actina: primer para la secuencia de ARNm transcripta a partir del gen de -actina 

humano. 

Las secuencias nucleotídicas de los primers se muestran en el apartado 

correspondiente a los ensayos de PCR en tiempo real.  

6. Kit comerciales 

Kit para la extracción de ADN plasmídico a mediana escala (midiprep): Wizard® Plus 

Midipreps DNA Purification System: Promega, Cat. A7640 

7. Extracción de ARN 

Solución para la extracción de ARN total: TRIzol Reagent, Thermo Fisher Scientific, Cat. 

15596026. 

8. Reactivos generales 

• 2- amino- 2 hidroximetil 1,3-propanodiol (Tris): Applichem, Cat. A2264. 

• 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI):  

• Acetato de potasio: Anedra, Cat. 7013 

• Ácido aminoacético: Biopack, Cat. 56-40-6.  

• Ácido clorhídrico 37% (HCl): Anedra, Cat. 6050.  

• Ácido etilendiaminotetra acético (EDTA): Biopack, Cat. 1604.7. 

• Ácido etilenglicol tetracético (EGTA): Mallinckrodt. 

• Ácido fosfórico concentrado: Biopack, Cat. 7664-38-2. 

• Ácido para-cumárico: Sigma Cat. C9008 

• Acrilamida: Sigma, Cat. A8887. 

• Agar-Agar: Ernesto Van Rossum (VR) 

• Agarosa: Sigma, Cat. A-6877. 

http://www.polysciences.com/nsearch?q=9002-98-6,%2026913-06-4
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_etilendiaminotetraac%C3%A9tico
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• Ampicilina: Trifacilina, Bagó, Cat. 953 474 A.  

• Azida sódica 

• Azul de Bromo fenol: Merck, Cat. 8122.  

• Azul de Tripán (Trypan Blue): Mallinckrodt, Cat. 9020. 

• β-mercaptoetanol: Biopack, Cat. an 9545.06 

• Bicarbonato de sodio (NaHCO3): Biopack, Cat. 1636.08 

• Bisacrilamida: Sigma, Cat. M7256. 

• Bromuro de etidio (BrEt): Invitrogen, Cat. 15585-011.  

• Cloruro de Calcio (CaCl2): Sigma, Cat. C-1016. 

• Cloruro de Magnesio (MgCl2): Sigma, Cat. M-8266. 

• Cloruro de Potasio (KCl): Cicarelli, Cat. 867214. 

• Cloruro de Sodio (NaCl): Merck, Cat. 6404 y Cicarelli, Cat. 7647-14-5. 

• Cloroformo: Dowril, Cat. 67-66-7. 

• Coomasie Brillant Blue G-250: Sigma, Cat. B0770. 

• Ditiotreitol (DTT) 

• Dimetil sulfóxido (DMSO): Biopack, Cat. 9920.08. 

• Etanol 100%: Biopack, Cat. 64-17-5. 

• Extracto de levadura: Britania, Cat. B0100606.  

• Fosfato dibásico de potasio anhidro (K2HPO4): Anedra, Cat. 6517. 

• Fosfato dihidrógeno de potasio (KH2PO4): Merck, Cat. 4873.  

• Fosfato dibásico de sodio anhidro (Na2HPO4): Anedra, Cat. 7182.  

• Fosfato monobásico de sodio (NaH2PO4): Mallinckrodt, Cat. 7892.  

• Glicilglicina: Sigma, Cat. G-1002.   

• Hidróxido de sodio (NaOH): Cicarelli, Cat. 843. 

• Igepal: Sigma, Cat. L3021.  

• Inhibidores de proteasas: cOmplete™, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, 

Roche, Cat. 11873580001.  

• Isopropanol: Biopack, Cat. 9717.08.  

• Luciferina: Sal potásica de luciferina de escarabajo, Promega, Cat. E160A.  

• Luminol: Sigma-aldrich, Cat. 123072.  

• Marcador peso molecular para proteínas: PageRuler Prestained Protein 

Lader, Fermentas, Cat. SM0671. 
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• Marcador de peso molecular 100 pb para ácidos nucleicos 

• Membrana de Polivinildifluoruro (PDVF): Immobilon-P® Millipore, Cat. 

IPVH00010. 

• Metanol: Cicarelli, Cat. 139110. 

• Molibdato de sodio: R´edel-de Haën.  

• Mowiol 4-88: Polysciences, Inc. Cat.777.  

• orto-nitrofenil -D-galactopiranosido (ONPG): Sigma, Cat. N1127. 

• Peróxido de Hidrógeno (H2O2) 30% p/v (100 vol): Biopack, Cat. 7722-84-1 

• Persulfato de Amonio (APS): Biopack, Cat. 1716.06. 

• Peptona de carne por digestión pancreática (Peptona de Carne): Merck, Cat. 

1.07214 

• Polioxietilenglicolsorbitano monolaurato (Tween 20): Anedra, Cat. 7614.  

• TEMED: Sigma, Cat. T22500. 

• Tritón x100: Biopack, Cat. 20002.08.  

• Sero-albúmina bovina (BSA): Sigma, Cat. 05470.  

• Sulfato de Magnesio (MgSO4): Sigma, Cat. M7506. 

• Sulfato de Kanamicina (kanamicina): Gibco, Cat. 11815-024.  

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/05470?lang=es&region=AR
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Métodos 

1. Obtención de plásmido 

1.a Preparación de Bacterias Competentes 

Se utilizaron bacterias Escherichia coli de la cepa DH5α, la que se caracteriza por 

presentar alto número de copias de ADN plasmídico. Las bacterias fueron cultivadas en 

medio sólido LB-agar (agar 1,2 p/v –triptona 1% p/v –extracto de levadura 0,5% p/v –

NaCl 0,5% p/v) sin antibiótico durante 16 horas a 37°C.  

Se preparó un pre-cultivo a partir de una colonia aislada de la placa de LB-agar, y 

se inoculó en 5 ml de medio SOB (peptona de carne 2% p/v –extracto de levadura 0,5% 

p/v – NaCl 0,01 M – KCl 2,5 mM). La suspensión bacteriana se incubó durante 16 horas 

a 37°C y agitación constante a 200 rpm.  

Se tomaron 3 ml del pre-cultivo crecido, los cuales se inocularon en 200 ml de 

medio SOB. Las bacterias fueron cultivadas a 37°C y 200 rpm hasta una densidad óptica 

(DO) de 0,3. Posteriormente, el cultivo fue centrifugado a 3.000 x g por 10 minutos a 4°C.  

El precipitado de bacterias fue incubado en hielo durante 10 minutos y luego 

resuspendido en 40 ml de Buffer CCMB 80 (CaCl2 80 mM –MnCl2 20 mM). Las bacterias 

en CCMB 80 se incubaron nuevamente en hielo durante 20 minutos. 

El sobrenadante fue removido mediante centrifugación a 3.000 xg durante 10 

minutos a 4°C, y el precipitado de bacterias fue resuspendido nuevamente en 14 ml de 

buffer CCMB 80. Se prepararon alícuotas a partir de la suspensión bacteriana en CCMB 

80 en tubos eppendorf con 100 µl por tubo. A continuación, los tubos fueron sumergidos 

en nitrógeno líquido durante unos segundos.  

Finalmente, las bacterias quimio-competentes fueron reservadas en un freezer a 

- 80°C hasta el momento de realizar la transformación con los plásmidos de interés.  

1.b Transformación de Bacterias Competentes. 

Unos 100 µl de Bacterias compententes Escherichia coli DH5α reservadas a -

80°C en buffer CCMB 80 fueron incubadas con 1 µg del plásmido a transformar durante 

20 minutos en hielo. A continuación, se sometió a las bacterias a un choque térmico que 

consistió en un pasaje durante 90 segundos por un bloque térmico a 42°C y en una 

incubación posterior durante 5 minutos en hielo.  
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La recuperación de las bacterias competentes se llevó a cabo por el agregado de 

100 µl de medio de cultivo SOC (peptona de carne 2% p/v -extracto de levadura 0,5% 

p/v – NaCl 0,05% p/v –KCl 2,5 mM) y la incubación de la suspensión durante una hora a 

37°C.  

La selección de las bacterias transformadas se realizó en un cultivo de medio 

sólido de LB-Agar suplementado con el antibiótico correspondiente según el gen de 

resistencia presente en el plásmido de interés. Entre 50 y 200 µl de las bacterias 

transformadas se plaquearon con rastrillo en LB-agar y se dejaron crecer las colonias 

durante 16 horas a 37 °C. Se realizaron los controles correspondientes de viabilidad y 

de resistencia: se plaqueraron células transformadas en medio LB-agar sin antibiótico 

para el control de viabilidad, y bacterias no transformadas en medio sólido con antibiótico 

de selección para el control de resistencia.   

Las colonias aisladas obtenidas luego de la transformación se repicaron en 3 ml 

de medio LB líquido (triptona 1% p/v –extracto de levadura 0,5% p/v –NaCl 0,5% p/v) con 

antibiótico, se incubaron a 37°C durante 16 hs., con agitación constante.  

Se obtuvo una eficiencia de transformación con las bacterias competentes 

realizadas alrededor de 4,28 x 104 unidades formadoras de colonias (UFC)/µg.  

Una fracción de cada uno de cultivos obtenidos a partir de colonias únicas se 

reservó a -80°C en una solución de glicerol 50% v/v y LB 50% v/v. 1 ml del cultivo fue 

utilizado para la determinación de las bacterias transformadas mediante la obtención de 

plásmido. 

1.c Determinación de bacterias transformadas: Miniprep. 

Para la detección de las bacterias efectivamente transformadas, se realizó una 

purificación rápida a baja escala de plásmido o Miniprep. Con dicho objetivo, se 

centrifugó 1 ml del cultivo de bacterias a 10.000 x g por 5 min, y se resuspendió el 

precipitado resultante en 250 μl de Solución de Resuspensión (Tris-HCl 50 mM - EDTA 

10 mM, pH 7.5, RNAsa A 100 µg/ml ). Se agregaron 250 μl de Solución de Lisis (NaOH 

200 mM –SDS 1 % p/v) a la suspensión anterior, y se mezcló por inversión. 

Seguidamente, se agregaron 300 µl de Solución de Neutralización (acetato de potasio 3 

M pH 5,5), se agitó durante un minuto, y finalmente se centrifugó a 10.000 xg durante 15 

minutos. Se agregaron 500 µl de isopropanol al sobrenadante obtenido, y se centrifugó 

durante 30 minutos a 15.000 xg para favorecer la precipitación del ADN. El pellet 

obtenido se lavó con 500 µl de etanol 70% y se centrifugó a 14.000 xg durante 10 
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minutos. Posteriormente, se dejó secar el pellet a temperatura ambiente, y luego se 

resuspendió en 15 µl de agua de doble ósmosis estéril.  

La presencia de ADN plasmídico se verificó por electroforesis en gel de agarosa: 

agarosa 2% p/v en solución TAE (Tris base 0,8 mM –acético glacial 0,114 % p/v –EDTA 

2 μM, pH 8) al 1 % p/v con 0,5 μg/ml de BrEt. Cada muestra se preparó por adición de 

Solución de Siembra para ADN (30% v/v glicerol - azul de bromofenol). Las condiciones 

de la corrida electroforética fueron: voltaje constante de 60 V durante 30 min.  El gel de 

agarosa fue revelado en un equipo transiluminador UV, GBOX Syngene. 

De aquellos clones que resultaron con plásmido, se procedió a la purificación de 

plásmido a mayor escala o Midiprep.  

1.d Purificación de plásmido: Midiprep. 

Se partió de un cultivo generado a partir de bacterias congeladas en glicerol 50% 

v/v. Se crecieron las bacterias en 100 ml LB con el antibiótico correspondiente durante 

16 horas a 37°C  y agitación.  

Para la purificación de ADN plasmídico, se utilizó el kit comercial Wizard® Plus 

Midipreps DNA Purification System siguiendo el protocolo indicado por el fabricante.  

El ADN obtenido fue resuspendido en agua estéril de doble ósmosis y cuantificado 

en un espectrofotómetro por absorbancia a 260 nm (A260), cuya concentración fue 

determinada por el equipo Amersham Biosciences Ultrospec 1100 pro en unidades de 

nanogramos de ADN por microlitro de solución. Se evaluó la calidad del plásmido 

obtenido a partir de la relación de absorbancias A260/A280 para la detección de proteínas 

contaminantes y A260/A230 para contaminantes de la solución, en ambos casos se 

consideró aceptable una relación de absorbancias entre 1,5 y 2.  

 

2. Cultivo celular 

2.a Línea celular Hek293T y Hek293 

Las células fueron cultivadas en botellas T25 o T75 en medio DMEM 

suplementado con suero fetal bovino 10 % v/v, penicilina 0,1 U/ml y estreptomicina 10 

μg/ml. Las botellas se mantuvieron en una incubadora a 37°C con 5% CO2.  El repique 

se realizó con solución comercial de tripsina (tripsina 0,025% - EDTA) cuando se alcanzó 

una confluencia aproximada del 80%, previo lavado con buffer salino PBS (14 mM NaCl, 

0,27 mM KCl, 0,43 mM Na2HPO4, 0,15 mM KH2PO4 pH 7,4). 
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2.b Líneas celulares estables: generación y cultivo. 

Las líneas celulares Hek293 pCI-neo y los 3 clones de Hek293 FKBP51 se 

generaron a partir de la línea celular parental Hek293 WT. Las células Hek293 WT fueron 

sembradas en placa multiwell de 6 pocillos y transfectadas con 2 µg de los plásmidos 

pCI-neo o pCI-neo hFKBP51, respectivamente. La transfección se llevó a cabo según el 

protocolo de transfección con PEI. La selección se inició con 400 µg/ml de antibiótico 

G418 luego de 48 horas post-transfección. Las células se mantuvieron en un régimen de 

selección durante 2 semanas, realizando cambio de medio y antibiótico en forma regular 

cada 3 días. Se realizó un control de células Hek293 WT no transfectadas mediante el 

tratamiento con el antibiótico de selección, y se verificó la muerte de las mismas.  

A lo largo de las 2 semanas en las que tuvo lugar la selección con antibiótico, se 

observó la muerte de alrededor de un 95% de las células, y la formación de colonias 

aisladas. Luego, cada una de las colonias fue repicada en una placa de 96 pocillos. En 

este punto, se aplicó el régimen de mantenimiento con 400 µg/ml G418 cada 7 días, 

hasta que las células alcanzaron confluencia para ser transferidas a una botella de cultivo 

T25. 

Las líneas celulares estables generadas se congelaron en SFB con 10% DMSO y 

con el cultivo restante se evaluó la sobreexpresión de FKBP51 por Western blot con 

anticuerpo específico.   

2.c Línea celular Jurkat.   

Las células Jurkat se cultivaron en botellas T75 con medio RPMI suplementado con 

10% de suero fetal bovino decomplementado, 10 mM Hepes, 1 mM piruvato, 2,5 g/L 

glucosa y glutamax® 1X.  Los linfocitos se repicaron al alcanzar una densidad de 3 x 106 

células por ml de medio. Para el repique se centrifugaron las células y se resuspendieron 

en el medio necesario para alcanzar a una densidad de 2 x 105 células por ml. El suero 

se decomplementó en un baño térmico a 60°C durante 30 minutos.  

 

3. Transfección 

3.a Transfección por el método de precipitación con fosfato de calcio 

La transfección de la línea celular Hek293T se realizó por el método de 

precipitación con fosfato de calcio como se detalla a continuación. Se preparó una 

solución acuosa con el plásmido a transfectar o la mezcla de plásmidos, a la cual se le 

agregó primero una solución de CaCl2 (0,25 M) hasta una concentración final de 0,025 
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M CaCl2. Posteriormente, se adicionó el volumen correspondiente de una solución HBS 

2X (Hepes 50 mM -Na2HPO4 1,5 mM – NaCl 280 mM) hasta alcanzar una concentración 

final de HBS 1X. La mezcla resultante fue homogeneizada por burbujeo con pipeta de 

forma manual durante 30 segundos. Luego de 10 minutos de reposo en hielo, se agregó 

la mezcla al medio de cultivo de células a una confluencia del 40 %. 

Las transfecciones se realizaron de forma de que los diferentes grupos ensayados 

dentro de un experimento fueran transfectados con idéntica masa total de ADN. Los 

controles denominados vector, que se muestran en la sección resultados, corresponden 

a los grupos de células transfectadas con el vector vacío (pCI-neo). Se agregó la cantidad 

suficiente del vector vacío para que la masa total de ADN fuese igual para todos los 

grupos de células transfectadas.  

3.b Transfección con PEI 

Las líneas celulares Hek293 WT y las líneas estables Hek293 pCI-neo y FKBP51 

fueron transfectadas con PEI de la siguiente forma: se preparó una mezcla en medio 

OptiMEM con los plásmidos a transfectar, y posteriormente se agregaron 2µg de PEI por 

cada µg de ADN. La mezcla se homogeneizó por agitación y se adicionó al medio de 

cultivo de una placa con 40% de confluencia celular.  

De igual forma que en el procedimiento de transfección con fosfato de calcio, se 

transfectó con el vector vacío (pCI-neo) con el objetivo de que todos los grupos de células 

transfectadas recibieran idéntica cantidad de masa de ADN.  

 

4. Determinación de la actividad transcripcional de NF-B y de E2F.  

Para la determinación de la actividad transcripcional, se utilizaron los plásmidos 

reportero que cuentan con el gen de luciferasa río abajo de promotores de respuesta a 

NF-B o a E2F, según corresponda. Las células fueron co-transfectadas con el vector 

reportero y con un plásmido codificante para la enzima -galactosidasa. La actividad 

enzimática de -galactosidada permite relativizar los resultados de actividad de 

luciferasa a la eficiencia de transfección de cada determinación.  

Para evaluar la actividad transcripcional de NF-B se sembraron células Hek293T en 

una placa de 12 pocillos, y se transfectaron con 500 ng del plásmido reportero pNF-B 

cis reporter, 140 ng de plásmido pSV-Gal con cantidades variables de vectores de 

expresión para las proteínas FKBP o el péptido TPR, mediante el método de precipitación 
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con fosfato de calcio. Las cantidades óptimas de los vectores pNF-B cis reporter, pSV-

Gal y los vectores de expresión fueron determinadas previamente en el laboratorio. 24 

horas post-transfección, las células fueron tratadas con PMA (100 ng/ml) o con TNF-α 

(10 ng/ml) durante 6 horas. Transcurrido este tiempo, las células fueron lavadas con 

PBS. Se agregaron 100 µl Solución de Lisis para Ensayos de Luciferasa (K2HPO4 100 

mM pH 7.8 – Tritón X100 0,2% v/v - DTT 1mM) a cada pocillo, y se congelaron las células 

a -20°C durante 16 horas. Las muestras fueron utilizadas para la medición de la actividad 

enzimática de luciferasa y de -galactosidada.  

Para el ensayo de actividad transcripcional de E2F, células Hek293 WT fueron 

sembradas en placas de 24 pocillos y transfectadas con 250 ng del vector reportero 

6×E2F-LUC reporter plasmid, 70 ng de plásmido pSV-Gal, y diferentes cantidades de 

los vectores de expresión para proteínas FKBP. La cantidad de plásmido de expresión 

para E2F-HA se determinó para cada E2F (E2F1-4). Se tuvo en consideración la 

actividad transcripcional obtenida en función de la masa de plásmido E2F-HA 

transfectada.  

La transfección de 20 ng de E2F2-4-HA presentó un incremento en la actividad 

transcripcional entre 200 y 420 % respecto al grupo sin sobreexpresión del factor de 

transcripción (vector, Figura M.1.b). La transfección de 20 ng de E2F1-HA mostró un 

aumento de la actividad transcripcional (1000%) muy superior al resto de los factores de 

la familia E2F evaluados (Figura M.1.a). Con el objetivo de evaluar el efecto de la 

sobreexpresión de las proteínas FKBP sobre la actividad transcripcional de E2F, se 

decidió disminuir la masa de plásmido pE2F1-HA para alcanzar niveles de actividad 

transcripcional de E2F1 semejantes a los de E2F2-4.  
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Figura M.1: Actividad transcripcional de E2F1-4 en función de la masa de plásmido pE2F1-

4-HA.  

a. Actividad transcripcional de E2F1 en función de la masa de plásmido E2F1-HA transfectada 

(5, 10 y 20 ng).  

b. Actividad transcripcional de E2F luego de la transfección de 5 ng del plásmido de expresión 

para E2F1, y 20 ng de los vectores codificantes para E2F2-HA, E2F3-HA y E2F4-HA. 

 
 

Luego de 24 horas post-transfección, se lavaron las células con PBS y se trataron 

con 50 µl de solución de lisis para luciferasa por pocillo. Las muestras fueron congeladas 

a -20°C durante 16 horas para luego proceder a la medición de actividad enzimática de 

luciferasa y de -galactosidasa.  

 

4.a Determinación de la actividad enzimática de luciferasa 

La incubación de los lisados celulares con el sustrato luciferina permitió cuantificar 

la actividad de la enzima luciferasa presente en las muestras a partir de la aparición de 

quimioluminiscencia. Un 50% del volumen de lisado celular, se incubó en presencia de 

36 µl de la solución A (glicinglicina 25 mM – MgSO4 15 mM – EGTA 4 mM– Tritón x-100 

0,27% v/v – K2HPO4 15 mM – ATP 0,2 mM – DTT 1 mM), y 9 µl de la solución B 

(glicilglicina 25 mM – MgSO4 15 mM– EGTA 4 mM – DTT 2 mM– luciferina 0,1 mM) en 

una placa de 96 pocillos para la medición de luminiscencia. La detección de 

quimioluminiscencia se realizó en un equipo Promega Glomax MultiDetetion System. 

Se sembraron dos pocillos con solución A y solución B en ausencia de extracto 

celular que se consideraron como blanco de la medición de la actividad enzimática de 
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luciferasa. El valor de luminiscencia obtenido para el blanco, fue restado a las mediciones 

obtenidas de los distintos grupos y tratamientos ensayados. 

 

4.b Determinación de la actividad enzimática de -galactosidasa 

La actividad enzimática de -galactosidasa se cuantificó por la medición de 

absorbancia a partir de la aparición de color en presencia del sustrato ONPG. Se tomaron 

20 µl del lisado celular para la determinación de la actividad enzimática de -

galactosidasa que fueron incubados en una placa de 96 pocillos transparente con 100 µl 

de la Solución PM2 (Na2HPO4 60 mM - NaH2PO4 40 mM – KCl 10 mM – MgSO4 1 mM – 

β-mercaptoetanol 1 μl/ml) y ONPG. 1 mg/ml. La medición de absorbancia a 420 nm se 

realizó en el equipo BMG labtech Fluostar Optima. 

Se sembraron dos pocillos con Solución PM2 y ONPG en ausencia de extracto 

celular que se consideraron como blanco de la medición de la actividad enzimática de -

galactosidasa. El valor de absorbancia obtenido para el blanco fue restado a las 

mediciones obtenidas para los distintos grupos y tratamientos ensayados. 

4.c Calculo de la actividad transcripcional 

La actividad transcripcional se determinó como el cociente entre la medición de la 

actividad enzimática de luciferasa menos el blanco y la de -galactosidasa menos el 

blanco expresada en unidades arbitrarias (u. a.). En particular, la actividad transcripcional 

de NF-B para la condición transfectada con el vector vacío sin estimulación con PMA o 

TNF-α (control) fue restada a la actividad transcripcional calculada para los distintos 

grupos y/o tratamientos. Finalmente, a la condición estimulada con PMA o TNF-α le fue 

un valor arbitrario de 100 u.a., y la actividad transcripcional de las demás condiciones 

fue relativizada en consecuencia.  

La actividad transcripcional de E2F fue calculada de forma semejante a la de NF-

B. Se consideró como condición control a las células sin transfectar con el factor de 

transcripción. Luego de haber determinado las cantidades óptimas de plásmido de 

expresión para E2F1/4-HA (Figuras M.1.a y b), la actividad transcripcional fue 

relativizada a la condición control. La actividad transcripcional calculada para la condición 

control fue restada a la actividad transcripcional de los distintos grupos. Al grupo 

transfectado con el factor de transcripción en ausencia de sobreexpresión de FKBPs, le 
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fue asignado arbitrariamente el valor de 100 u.a, y los valores de actividad transcripcional 

de los grupos y tratamientos restantes fueron relativizados en consecuencia.  

 

5. Preparación de fracciones totales de proteínas para Western blot. 

Para la preparación de fracciones totales de proteínas para células adherentes, 

las mismas se levantaron con espátula en PBS, y se centrifugaron durante 4 minutos a 

2.000 xg. Las células no adherentes fueron centrifugadas 4 minutos a 2.000 xg junto con 

el medio de cultivo, y el pellet fue luego lavado con PBS mediante centrifugación.  

El pellet de células resultante en ambos casos se resuspendió en Solución de 

Lisis (Hepes 50 mM - NaCl 150 mM - EDTA 0,5 mM – Igepal 1% v/v - DTT 1 mM - 

inhibidores de proteasas 1X), y luego se congeló a -80°C durante 40 minutos. Una vez 

descongeladas, las células fueron sometidas a ruptura mecánica con vortex cada 5 

minutos a lo largo de media hora. Finalmente, el lisado celular fue centrifugado durante 

30 minutos a 15.000 xg a 4°C y el sobrenadante fue recuperado para la determinación 

de proteínas por el método de Bradford.  

 

5.a Determinación de proteínas totales por el método de Bradford 

La determinación de proteínas se realizó en base al método de Bradford. Las 

muestras y soluciones para la calibración del método fueron incubadas con 200 µl 

reactivo de Bradford preparado en el laboratorio (Coomasie Brillant Blue G-250 100 mg/L, 

ácido fosfórico 85% 100ml/L, etanol 95% 50ml/L), de forma que el volumen final para 

todas las muestras resultase semejante. Se determinó la cantidad de proteína mediante 

la medición de absorbancia a 600 nm (A600) en placa multiwell de 96 pocillos en el equipo 

TSOH, Micro Plate Reader MPR A4i. Se utilizó una concentración conocida de proteína 

sero-albúmina bovina (BSA) para determinar la cantidad de proteína de los lisados 

celulares a partir de la medición de la absorbancia del reactivo de Bradford. Se graficaron 

los resultados de A600 en función de la masa de BSA (0,2 µg-1,4 µg proteína), los cuales 

se ajustaron por el método de cuadrados mínimos a una recta (A600 =  x. k + m), y se 

obtuvo el valor de la constante k y de la ordenada m. La ecuación obtenida permitió 

determinar la cantidad de proteína (x) de los lisados a partir de la medición de A600  de 

los mismos.  
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En función de la concentración de proteína de los lisados celulares calculada en 

base al método de Bradford, se determinó el volumen de muestra a sembrar en cada 

caso para la electroforesis de proteínas.  

 

5.b Tratamiento con fosfatasa alcalina.  

Para el ensayo con fosfatasa alcalina, las células fueron lisadas con Solución de Lisis 

sin EDTA (Hepes 50 mM - NaCl 150 mM -Igepal 1% v/v - DTT 1 mM - inhibidores de 

proteasas 1X) mediante la utilización del vortex durante 30 minutos en intervalos de 5 

minutos. El lisado fue centrifugado durante 30 minutos a 4°C y 15.000 xg. La 

concentración de proteínas del sobrenadante fue determinada por el método de Bradford 

según el inciso 6 de la presente sección. Se incubaron 80 µg de proteína del lisado celular 

con 30 unidades de fosfatasa alcalina en 30 µl de Solución CIP (Tris-HCl 1mM pH 9, 

1mM MgCl2, inhibidores de proteasas 1X) a 37°C durante 1 hora. Una vez finalizado el 

tiempo de tratamiento, los lisados fueron hervidos con Buffer muestra para proteínas 4X 

durante 5 minutos y evaluados con el ensayo de Western blot. Se realizó un control de 

lisado sin fosfatasa alcalina, incubado en Solución CIP a 37°C, y otro control sin fosfatasa 

alcalina y sin incubación a 37°C para descartar cambios en la movilidad electroforética 

por degradación proteica.  

 

8. Ensayo de Western blot 

8.a Preparación de muestras para Western blot 

Para la detección de proteínas con anticuerpos específicos mediante el ensayo 

de Western blot, se utilizaron los lisados celulares obtenidos según el protocolo de 

preparación de fracciones totales de proteínas (Sección Materiales y Métodos, inciso 5.). 

Se agregó el volumen necesario de Buffer muestra 4X para proteínas (Tris-HCl 250 mM 

pH 6.8 – 2-mercaptoetanol 5% v/v –SDS 4% p/v - glicerol 40% v/v – azul de bromofenol 

0,4% p/v) al extracto en solución de lisis, y las muestras se hirvieron durante 5 minutos 

a 95°C. 

 

8.b Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-page 

La electroforesis de realizó en gel de poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes. El gel concentrador (4% p/v acrilamida:bisacrilamida (29:1) - Tris-HCl 
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125 mM pH 6.8 - SDS 0,1% p/v – TMED 0,001% v/v - APS 0,1% p/v) y el gel separador 

(10% a 15% p/v acrilamida:bisacrilamida (29:1) - Tris-HCl 375 mM pH 8.7 - SDS 0,1% 

p/v – TMED 0,001% v/v - APS 0,1% p/v) se prepararon en vidrios Bio-Rad de 0,75 mm o 

1,5 mm de espesor en el soporte Bio-Rad MINI-protean casting chamber.  

Luego del armado de los geles, las muestras fueron corridas en una cuba 

electroforética Bio-Rad Mini-PROTEAN Tetra Cell Biorad con la solución de 

electroforesis (glicina 1,92 M – SDS 1 % p/v - Tris base 250 mM) a voltaje constante 

entre 80 y 120 V con una fuente de poder Bio-Rad PAL3000.  

 

8.c Transferencia 

Las proteínas fueron transferidas a una membrana PVDF por transferencia 

semiseca. La membrana fue previamente hidratada con metanol durante 1 minuto, y 

luego humedecida con Buffer de Transferencia (glicina 39 mM– SDS 0,04 % p/v - Tris 

base 48 mM– metanol 20 % v/v). La transferencia propiamente dicha se realizó en el 

equipo Bio-Rad Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell durante 1 hora 30 minutos a voltaje 

constante (15 V) y 400 mA con papel de filtro marca Whatman. 

8.d Incubación con anticuerpos 

Las membranas fueron bloqueadas con Buffer de Bloqueo para Western blot (BSA 

0,1% p/v – Tween20 0,4% v/v – EDTA 1 mM - Azida sódica 2% p/v – Tris-HCl 10 mM pH 

7.5 – NaCl 100 mM) durante una hora a temperatura ambiente en agitación, previo al 

agregado de la solución con anticuerpo primario. Se incubó con una solución de 

anticuerpo primario preparada con una dilución entre 1/1000 y 1/2000 del anticuerpo 

primario, según el anticuerpo utilizado, en Buffer de bloqueo para Western blot durante 

16 horas a 4°C.  

Se realizaron 3 lavados de 5 minutos con TBS-Tween 20 (Tween20 0,4% v/v – 

EDTA 1 mM – Tris-HCl 10 mM pH 7.5 – NaCl 100 mM) en agitación, previo a la 

incubación con la solución con anticuerpo secundario. Las soluciones de anticuerpos 

secundarios conjugados a enzima HRP se prepararon en Buffer de Bloqueo para 

Western blot sin azida sódica durante 1 hora a temperatura ambiente y agitación 

constante.  

El anticuerpo secundario se lavó con TBS-Tween 20 durante 5 minutos con dos 

repeticiones. El lavado final se realizó en PBS.  
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8.e Revelado 

La membrana fue revelada con una solución ECL (Tris HCl 40 mM pH 8.6 – luminol 

2,5 mM – ácido p-cumárico 0,4 mM– H2O2 0,02% v/v). La quimioluminiscencia fue 

adquirida con el equipo FUJIFILM intelligent dark box 2, G-BOX Syngene Chemi-XR5 o 

con General Electric Amersham Imager 600, según la disponibilidad de los mismos. 

Las imágenes obtenidas fueron cuantificadas con el software Image J.  

 

8.f Ensayo de Western blot modificado para la detección de proteínas fosforiladas. 

Para los ensayos de Western blot donde se evaluó la fosforilación temporal de 

IBα en serina 32 y p65 en serina 536, las muestras fueron procesadas de forma 

diferente a la explicada anteriormente (sección Materiales y Métodos incisos 5, 6 y 8.e). 

En particular, se lavaron las células crecidas en pocillos de placa multiwell-6 con PBS, y 

se procedió al agregado de 100 µl de Buffer Muestra 2X para proteínas (Tris-HCl 125 

mM pH 6.8 – 2-mercaptoetanol 2,5% v/v –SDS 2% p/v - glicerol 20% v/v – azul de 

bromofenol 0,2% p/v) directamente sobre las células. Posteriormente, los pocillos fueron 

raspados con espátula, y la mezcla resultante fue transferida a un tubo eppendorf de 1,5 

ml. Las células fueron sonicadas durante 30 segundos con un sonicador Fisher Sonic 

Dismembrator 300 a una potencia de 50%, y luego hervidas durante 5 minutos a 95°C.  

Las muestras fueron ensayadas en electroforesis de gel de poliacrilamida 

inmediatamente después de haber sido sonicadas y hervidas. La electroforesis y la 

transferencia se realizaron según se detalló en la presente sección, incisos 8.b y 8.c. El 

bloqueo de las membranas se realizó con solución de BSA 5% (BSA 5% p/v – Tween20 

0,4% v/v – EDTA 1 mM - azida sódica 2% p/v – Tris-HCl 10 mM pH 7.5 – NaCl 100 mM) 

durante 1 hora en agitación. La incubación con los anticuerpos primarios se realizó en 

solución BSA 5% con una dilución 1/1000 de los anticuerpos anti p-IBα (ser 32) o p-p65 

(ser 536).  

La incubación con anticuerpo secundario y el revelado se realizaron según se 

mencionó en los incisos 8.c y 8.d de la presente sección.  

 

9. Inmunofluorescencia Indirecta 

 
Las células Hek293T fueron sembradas en medio DMEM con suero y antibiótico 

sobre cubreobjetos previamente tratados durante 30 minutos con una solución de 
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polilisina D 1mg/ml. Luego de 24 horas, las células se transfectaron con 2 µg del plásmido 

correspondiente al vector vacío, o los plásmidos pCI-neo hFKBP (dónde la FKBP 

sobreexpresada podría ser: FKBP51, FKBP52 o FKBP52 F130Y), por el método de 

precipitación con fosfato de calcio. Se utilizaron 7 vidrios por grupo de células para 

evaluar los distintos tiempos de tratamiento con TNF-α (0, 15, 30, 45, 60, 75 y 90 

minutos). Los plásmidos transfectados para cada grupo se muestran en la Tabla 1.  

 

 

 

 

 

 

Tabla 1. Plásmidos transfectados para cada grupo de las células en ensayos de 

inmunofluorescencia indirecta.  

 

24 horas post-transfección, las células recibieron un cambio de medio por DMEM 

sin suero y sin antibiótico, y fueron incubadas con vehículo (tiempo 0 minutos de TNF-

α), o con 10 ng/ml TNF-α durante distintos tiempos (15, 30, 45, 60, 75 y 90 minutos). 

Para estos ensayos, se utilizó TNF-α como agente estimulante de NF-B, y no así PMA, 

ya que el porcentaje de células con localización nuclear de p65 endógeno para las 

células tratadas con PMA era considerablemente menor (porcentaje máximo de células 

con localización nuclear de alrededor del 20% para el grupo vector con PMA). Resultados 

de ensayos de inmunofluorescencia con PMA, mostrados en la Introducción, requerían 

la sobreexpresión de p65 para incrementar su grado de translocación nuclear con PMA. 

TNF-α resultó ser un mejor inductor del transporte citoplasma-núcleo de p65 en las 

condiciones ensayadas y para las células utilizadas. 

Una vez cumplido el tiempo de tratamiento con TNF-α o vehículo, los vidrios fueron 

lavados con PBS y fijados con una solución de para-formaldehído (PFA) 3 p/v % en PBS 

durante 40 minutos. Transcurrido este tiempo, la solución de PFA 3% fue descartada y 

el PFA remanente fue neutralizado con una solución de glicina 1% p/v en PBS durante 5 

minutos. Luego, se realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBS, y posteriormente se 

procedió a la permeabilización de las células. Con tal objetivo, se incubaron los 

Grupo Plásmidos transfectados 

Vector pCI-neo 

FKBP51 pCI-neo hFKBP51 

FKBP52 pCI-neo hFKBP52 

FKBP52 F130Y pCI-neo hFKBP52 F130Y 
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portaobjetos con una solución de Tritón x-100 0,1 v/v% en PBS durante 5 minutos, y 

luego se procedió realizar 3 lavados de 5 minutos cada uno con PBS.  

Previo al agregado de los anticuerpos primarios, se bloquearon las muestras 

durante una hora con solución AFI (20 mM Tris pH 8, 0,63 M NaCl, 1% p/v BSA, 0,05 % 

v/v Tween 20, 0,02% p/v azida sódica). 

Se prepararon las mezclas de anticuerpos primarios para cada tratamiento en 

solución AFI, según se muestran en la Tabla 2, y se incubaron durante 16 horas en 

cámara húmeda a 4 °C.  

Posteriormente, se lavaron los vidrios 3 veces con PBS durante 5 minutos y se 

bloqueó con una solución de BSA 1% p/v en PBS. Se incubaron los vidrios con los 

anticuerpos secundarios correspondientes. Los anticuerpos secundarios utilizados se 

encuentran conjugados a diferentes fluoróforos, y fueron preparados según la dilución 

indicada en la Tabla 2 en solución de BSA 1% durante 1 hora y media a 37°C.  

 

Grupos  Anticuerpos primarios 

Preparados en Solución AFI 

(factor de dilución). 

Anticuerpos secundarios 

Preparados en Solución de 

Bloqueo (factor de dilución). 

Vector a)  

-IgG anti-p65 conejo (1/50) 

-IgG anti-FKBP51 ratón (1/100) 

b) 

-IgG anti-p65 ratón (1/50) 

-IgG anti-FKBP52 conejo (1/200) 

a y b)  

-IgG anti-conejo Alexa 488 (1/100) 

-IgG anti-ratón Alexa 568 (1/100) 

 

FKBP51 -IgG anti-p65 conejo (1/50) 

-IgG anti-FKBP51 ratón (1/100) 

-IgG anti-conejo Alexa 488 (1/100) 

-IgG anti-ratón Alexa 568 (1/100 

FKBP52 -IgG anti-p65 ratón (1/50) 

-IgG anti-FKBP52 conejo (1/200) 

-IgG anti-conejo Alexa 488 (1/100) 

-IgG anti-ratón Alexa 568 (1/100) 

FKBP52 

F130Y 

-IgG anti-p65 ratón (1/50) 

-IgG anti-FKBP52 conejo (1/200) 

-IgG anti-conejo Alexa 488 (1/100) 

-IgG anti-ratón Alexa 568 (1/100) 

Tabla 2: Mezcla de anticuerpos primarios y secundarios utilizada en el ensayo de 

inmunofluorescencia indirecta según el grupo de células estudiado.  

Luego de la incubación con la mezcla de anticuerpos secundarios, los 

cubreobjetos fueron lavados 3 veces durante 5 minutos con PBS. Posteriormente, los 

vidrios fueron incubados con DAPI (1 mg/ml en PBS) durante 10 minutos, y a 
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continuación lavados con PBS durante 5 minutos. Los cubreobjetos con las células 

fueron montados con solución de Mowiol 4-88 (0,2 g/ml Mowiol 4-88, 0,27 g/ml glicerol, 

0,1 M Tris pH 8,5) en porta objetos rotulados.  

Las muestras fueron observadas en microscopio de epifluorescencia Olympus 

IX7. Se obtuvieron imágenes para la cuantificación de las mismas con el software Image 

J (v.1.45). Mediante la utilización del plugin “cell counter”, las células fueron clasificadas 

según el grado de localización nuclear de p65 (puntaje de 0 a 3). A las células con 

localización citoplasmática se les asignó un puntaje igual a cero, y a las células con 

localización totalmente nuclear, un puntaje igual a 3. Los puntajes 1 y 2 fueron asignados 

a situaciones intermedias, dónde no se podía determinar que la localización de p65 fuese 

completamente citoplasmática ni nuclear. 

Para cada grupo y tratamiento ensayado se contaron entre 60 y 100 células con 

su correspondiente puntaje asignado. En los grupos FKBP51, FKBP52 y FKBP52 F130Y 

se consideraron para la cuantificación exclusivamente las células que sobreexpesaran la 

FKBP correspondiente. La sobreexpresión de FKBPs se evidenció mediante un 

incremento de la fluorescencia correspondiente a la marcación realizada en cada caso. 

El porcentaje de células con localización citoplasmática (puntaje 0), nuclear (puntaje 3) 

y localización intermedia (puntaje 1 y 2) se graficó en función del tiempo de tratamiento 

con TNF-α. 

 

10. Co-inmunoprecipitación  

Se sembraron 7 x 106 células Jurkat en 10 ml de medio RPMI sin suero y sin 

antibióticos para la realización del ensayo de co-inmunopreciptación de p65 con 

proteínas FKBPs y Hsps. Se probaron cuatro tratamientos distintos:  

-Control: incubado con cantidad suficiente de vehículo (DMSO) 

-PMA: 100 ng/ml en DMSO 

-TNF-α: 10 ng/ml en agua de doble ósmosis. 

-LPS: 1 µg/ml en agua de doble ósmosis. 

La incubación se realizó durante 30 minutos en incubadora a 37°C y 5% CO2. 

Posteriormente, las células fueron centrifugadas a 1.000 xg durante 5 minutos. El medio 

fue descartado, y las células fueron lavadas con 1 ml de PBS frío mediante centrifugación 

a 2.000 xg por 5 minutos.  
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El pellet de células fue resuspendido en 400 µl de Solución de 

Inmunoprecipitación (molibdato de sodio 20 mM – EDTA 1 mM – Hepes 10 mM -1mM 

DTT - inhibidores de proteasas 1X - pH 7,4). Se realizó una homogeneización mecánica 

de las células con un potter del tipo douncer. El lisado fue centrifugado durante 10 

minutos a 12.500 xg para descartar restos de membranas y células no homogeneizadas. 

El lisado obtenido a partir del sobrenadante de cada tratamiento (control, PMA, TNF-α y 

LPS) fue dividido en 3 fracciones y procesado de la siguiente forma:  

- Fracción total: 20 µl de lisado 

- No inmune (NI): 180 µl de lisado + 30 µl de proteína A-agarosa (beads de 

proteína A-agarosa 50% en PBS) + 4 µg anticuerpo IgG de ratón no específico.  

- Inmune (I): 180 µl de lisado + 30 µl de proteína A-agarosa + 4 µg anticuerpo 

IgG de ratón anti p65. 

La fracción total fue reservada para la realización del ensayo de Western blot que 

se realzó al finalizar la co-inmunoprecipitación. Las fracciones NI e I con la proteína A-

agarosa y los anticuerpos correspondientes en cada caso, se sometieron durante 3 horas 

a agitación en el equipo LabNet mini Labroller a 4°C.  

Luego de la inmunoprecipitación, se procedió a centrifugar las beads de proteína 

A-agarosa (Sigma, Cat. P3391) durante 2 minutos a 3.000 xg. Se recuperaron las beads 

y se continuó realizando lavados de las mismas con la Solución de Inmunoprecipitación. 

Los dos primeros lavados se realizaron con 1 ml de la Solución de Inmunoprecipitación 

en agitación durante 5 minutos a 4°C y centrifugación 5 minutos a 2.500 xg. El último 

lavado se realizó con vortex suave y centrifugación durante 10 minutos a 12.500 xg. El 

sobrenadante se descartó con jeringa de 1 ml y aguja de 30 gauge. Se agregaron 25 µl 

de Buffer muestra 2X para proteínas a la proteína A-agarosa precipitada, y 20 µl a la 

Fracción Total. Las muestras se hirvieron durante 5 minutos a 95°C, y fueron reservadas 

para el ensayo de Western blot.  

11. Ensayo de ubiquitinación  

 
Se sembraron células Hek293T en placas circulares de 100 mm de diámetro. Las 

mismas fueron transfectadas según el protocolo de transfección con PEI y con los 

plásmidos correspondientes (Tabla 3) para cada grupo ensayado (vector y FKBP52) 

durante 48 horas. Posteriormente, las células fueron tratadas con vehículo o con MG132 
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5 µM por 24 horas (+MG132). Transcurrido el tiempo de tratamiento, las placas fueron 

lavadas con PBS, y luego levantadas en PBS con espátula.  

Grupo Plásmidos transfectados (masa de plásmido 

por placa) 

Vector pCI-neo 5 µg 

Ub-HA 3 µg 

p65-HA 8 µg 

FKBP52 pCI-neo hFKBP52 5 µg 

Ub-HA 3 µg 

p65-HA 8 µg 

Tabla 3. Listado de plásmidos transfectados para los dos grupos de células evaluadas en 

el ensayo de ubiquitinación.  

 

La suspensión de células se centrifugó a 3.000 xg durante 3 minutos y se descartó 

el sobrenadante. El ensayo de ubiquitinación continúa con una inmunoprecipitación de 

p65, realizada en forma similar a la descripta en el ensayo de co-inmunoprecipitación, 

pero con lavados de mayor astringencia de las beads precipitadas. El procedimiento se 

describe en detalle a continuación. 

El pellet celular fue resuspendido en 400 µl de Solución de Inmunoprecipitación y 

se homogeneizó con un potter del tipo douncer. El lisado fue centrifugado durante 10 

minutos a 12.500 xg y el sobrenadante de cada grupo y tratamiento ensayado (vector, 

vector + MG132, FKBP52 y FKBP52 + MG132) se dividió en 3 fracciones tratadas de la 

siguiente forma:  

- Fracción total: 20 µl de lisado 

- No inmune (NI): 180 µl de lisado + 30 µl de proteína A-agarosa + 4 µg 

anticuerpo IgG de ratón no específico.  

- Inmune (I): 180 µl de lisado + 30 µl de proteína A-agarosa + 4 µg anticuerpo 

IgG de ratón anti p65. 

Las fracciones NI e I se mantuvieron en agitación a 4°C durante 3 horas en el 

equipo LabNet mini Labroller.  

Luego de la inmunoprecipitación, se procedió a centrifugar las beads de proteína 

A-agarosa durante 2 minutos a 3.000 xg. Se recuperaron las beads, y se continuó 

realizando lavados de las mismas con la Solución de Lavado para Inmunoprecipitación 
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(Tris 10 mM pH 7,4 -  EDTA 1 mM - NaCl 150 mM - Tritón x-100 1% v/v - molibdato de 

sodio 20 mM). Los 3 lavados se realizaron con 1 ml de Solución de Lavado para 

Inmunoprecipitación en agitación durante 10 minutos a 4°C y centrifugación 5 minutos a 

2.500 xg. El sobrenadante se descartó con jeringa de 1 ml y aguja de 30 gauge. Se 

agregaron 25 µl de Buffer muestra 2X para proteínas a la proteína A-agarosa precipitada, 

y 20 µl a la fracción total. Las muestras se hirvieron durante 5 minutos y fueron 

reservadas para el ensayo de Western Blot posterior. Las membranas de PFDV fueron 

reveladas con anticuerpo anti-HA para la detección de proteínas ubiquitinadas. 

 

 12. Determinación de la expresión de ARNm 

 

12.a. Extracción de ARN total 

 Células Hek293T fueron sembradas en placas de 60 mm de diámetro y transfectadas 

con 6 µg por placa de plásmido pCI-neo hFKBP51, pCI-neo hFKBP52, pCI-neo hFKBP52 

F130Y o pCI-neo. Posteriormente, las células fueron tratadas con TNF-α 10 ng/ml o PMA 

100 ng/ml durante 4 o 7 horas, o con vehículo.  

 Luego de transcurrido el tiempo de tratamiento correspondiente, las células fueron 

lavadas con PBS. Se adicionaron a continuación, 500 µl de Trizol a cada placa. Las 

células en Trizol fueron levantadas con espátula y reservadas en tubos eppendorf en 

freezer de -80°C durante al menos, 16 horas. Posteriormente, las muestras fueron 

descongeladas e incubadas a temperatura ambiente durante 5 minutos. Se agregaron 

200 µl de cloroformo a cada tubo eppendorf y se homogeneizó con vortex suave durante 

15 segundos. Las muestras se incubaron durante 3 minutos a temperatura ambiente 

previa a la centrifugación durante 15 minutos a 4 °C y 12.000 xg. La fase acuosa 

(superior) fue transferida a un tubo eppendorf nuevo, al cual se le adicionaron 500 µl de 

isopropanol. Las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente durante 10 minutos 

y luego se centrifugaron a 12.000 xg durante 10 minutos a 4°C. El pellet de ARN obtenido 

fue lavado con etanol 75% v/v con vortex suave, seguido de centrifugación durante 5 

minutos a 7.500 xg y 4°C. La solución de lavado fue descartada, y el pellet se dejó secar 

a temperatura ambiente hasta que su color viró de blanco a traslúcido. Finalmente, el 

ARN fue resuspendido en 20 µl de agua estéril marca Roche y calentado a 55°C durante 

5 minutos en termobloque. 2µl del ARN extraído se utilizaron para la cuantificación en el 

equipo con NanoDrop 3000. El equipo determina la concentración de ARN mediante la 
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medición de absorbancia a 260 nm. Se estudió la relación de absorbancia 260/230 nm y 

260/280 nm para evaluar la pureza del ARN extraído. Se consideraron como aceptables 

para su utilización aquellas muestras con una relación de absorbancia 260/280 nm 

cercana a 2,0; y absorbancia 260/230 entre 1,8 y 2,2.  

 

12.b Retrotranscripción (RT-PCR) 

A partir de la concentración medida de ARN de cada muestra, se prepararon 

soluciones con 5µg de ARN en un volumen de 5 µl en agua en tubos eppendorf de 0,2 

ml. Se adicionó 1 µl de una solución de primer Random Hexamer 50 µM a cada 

eppendorf, y las muestras fueron incubadas a 70°C durante 5 minutos en termobloque. 

A continuación, los tubos fueron transferidos a hielo durante 5 minutos adicionales.  

Se agregaron 15 µl de una Mezcla de Reacción de RT-PCR a cada muestra, 

preparada según la siguiente tabla.  

Componente Volumen calculado para una muestra 

Mezcla DNTs 10 mM (2,5 mM 

ATP, 2,5 mM TTP, 2,5 mM 

CTP, 2,5 mM GTP) 

1 µl 

Enzima RevertAid reverse 

transcriptase 200U/µl  

1 µl 

Buffer de la enzima 5X 4 µl 

Agua estéril Roche 9 µl 

Tabla 4. Composición de la Mezcla de Reacción de RT-PCR  

 
 Se llevó a cabo la reacción de RT-PCR en un termociclador INEVA T-18 con el 

siguiente programa:  

1. 25 °C 5 segundos. 

2. 42 °C 60 minutos. 

3. 72 °C 10 minutos.  

El cDNA obtenido luego de la reacción de RT-PCR fue utilizado en la reacción de 
PCR en tiempo real.   
 

12.c PCR en tiempo real (qPCR) 

 La determinación del nivel de expresión de ARNm de MMP-9, Bax y Ciclina D1 se 

realizó mediante una reacción de qPCR con el reactivo fluorescente SYBR Green.  
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Para la reacción de qPCR se decidió utilizar 1 µl de la reacción de RT-PCR, y se 

preparó la Mezcla de primers y la Mezcla de Reacción de qPCR según se indica en las 

Tablas 5 y 6 que se muestran a continuación.  

 

- Mezcla de primers: Se evaluaron diferentes cantidades de primer Foward (Fw) 

y Reverse (Rv) entre 0,25 a 1,0 µl de una solución de primer 10µM con el fin de encontrar 

la concentración óptima para la reacción de PCR.  

Componente Volumen por muestra  

Primer Foward 10 µM 0,25 a 1,0 µl 

Primer Reverse 10 µM 0,25 a 1,0 µl 

Agua estéril  0 a 0,75 µl 

Tabla 5. Componentes de la Mezcla de primers 

- Mezcla de reacción de qPCR:  

Para la reacción de qPCR propiamente dicha, se preparó una Mezcla de Reacción 

de qPCR con: la Mezcla de primers, el producto de reacción de RT-PCR, la enzima 

correspondiente y las soluciones que se detallan en la Tabla 6.  

Componente Volumen por muestra 

Reacción de RT-PCR 1 µl 

Mezcla DNTs 10 mM (2,5 mM ATP, 2,5 mM TTP, 2,5 

mM CTP, 2,5 mM GTP) 

0,5 µl 

Enzima Taq DNA polymerase 5U/ml 0,15 µl 

Buffer de la enzima 10X 2,5 µl 

MgCl2 50 mM 1 µl 

SYBR Green dilución 1/300 0,25 µl 

Mezcla de primers 2 µl 

Agua estéril Roche 17,6 µl 

Volumen final 25 µl 

Tabla 6. Componentes de la Mezcla de reacción de qPCR 

En la tabla 6 se detalla la secuencia nucleotídica de los primers utilizados y la 

temperatura de hibridización óptima determinada para cada par de primers, así como el 

tamaño esperado del amplicon y la longitud de cada primer en nucleótidos (nt). Para la 

determinación de la temperatura de hibridización óptima para cada par de primers se 

realizaron ensayos de qPCR con diferentes temperaturas de hibridización (Temp. H; 

58°C, 60°C y 63°C). 
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ARNm 

blanco 

Secuencia primer (5´-3´) Longitud 

primer  

Tamaño 

amplicon  

Temp. 

H. 

Vol. Primer  

-actina  Fw: TCATGAAGTGTGACGTGGACATCCG 

Rv: CCTAGAAGCATTTGCGGTGGACGATG  

Fw: 25 nt. 

Rv: 26 nt. 

285  nt. 60° o 

63°C 

Fw: y Rv:  0,5 

µl 

Bax Fw: CATGGAGCTGCAGAGGATGAT 

Rv:  TTGCCGTCAGAAAACATGTCA 

Fw: 21 nt 

Rv: 21 nt. 

93 nt. 60°C Fw: y Rv:  1,0 

µl 

MMP-9 Fw: ACGCACGACGTCTTCCAGTA 

Rv: CCACCTGGTTCAACTCACTCC 

Fw: 20 nt 

Rv: 21 nt. 

94 nt. 63°C Fw: y Rv:  0,5 

µl 

Tabla 7. Primers utilizados en reacciones de qPCR. Se muestra el nombre del ARNm blanco, la 
secuencia de los primers, su longitud, el tamaño esperado de amplicon, la temperatura óptima 
de hibridización y el volumen de primers Fw y Rv 10µM óptimo.  
Referencias: nt: nucleótidos.  

 

La reacción de qPCR se llevó a cabo en el equipo BioRad MyIQ5 según el 

siguiente programa:  

1. Iniciación: 94°C, 2 minutos  

2. Desnaturalización: 92°C, 20 segundos 

3. Hibridización: 60°C o 63°C, 20 segundos       40 ciclos 

4. Elongación: 72°C, 30 segundos 

5. Muestreo :adquisición fluorescencia láser 488 

 

Al finalizar la reacción de qPCR, se realizó una Curva de Temperatura en el mismo 

termociclador. La Curva de Temperatura consistió en un aumento progresivo de la 

temperatura y en la medición de la intensidad de fluorescencia para cada reacción de 

qPCR individual. Se analizó la fluorescencia entre 60°C y 100°C en intervalos de 0,5 °C. 

En la Figura M.2 se graficó la derivada de la intensidad de fluorescencia (F/T) en 

función de la temperatura, luego de la optimización de la temperatura de hibridización 

para cada par de primers (actina, Bax, MMP-9 y Ciclina D1) y de la cantidad de muestra 

de reacción de RT-PCR. Los resultados revelan que, para las condiciones de reacción 

finalmente elegidas, hay un único máximo de la curva de temperatura, lo cual es 

indicativo de la existencia un único producto de qPCR en cada reacción. 
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Figura M.2: Gráfico de la derivada de la intensidad de fluorescencia en función de la 

temperatura para los diferentes amplicones: β-actina, Bax y MMP-9. 

 
Adicionalmente, se evaluó la longitud y el número de productos de qPCR por 

electroforesis en gel de agarosa con BrEt. Se contrastó el tamaño del producto de 

reacción con la longitud del amplicon esperado mediante el uso de un marcador de peso 

molecular para ADN. Tanto para -actina como para MMP-9 se evaluaron los productos 

de reacción generados a partir de diferentes cantidades de reacción de RT-PCR (0; 0,5, 

1 y 2 µl). 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

 

 

Figura M.3: Evaluación de los productos de qPCR por electroforesis en gel de agarosa revelado 
con BrEt. 
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12.d. Cálculo de las veces de inducción de la expresión ARNm blanco respecto de 

actina y relativo a la condición control.  

Los valores de intensidad de fluorescencia en función del número de ciclo fueron 

analizados con el software LinReg PCR. El número de ciclo correspondiente al umbral 

de fluorescencia (CT o threshold cycle) es inversamente proporcional a la cantidad de 

cDNA inicial en la mezcla de reacción. El número de CT, la eficiencia de amplificación y 

bondad del ajuste lineal (R2) fueron calculados con el software LinReg PCR.  

Adicionalmente, se utilizaron distintas cantidades de muestra de la reacción de 

RT-PCR y se evaluó el CT obtenido en cada reacción. La relación entre el CT y volumen 

de RT-PCR, presentó una correspondencia lineal entre 0,2 y 3 µl de RT-PCR para los 

primers de -actina y entre 0,5 y 3 µl para Bax, MMP-9 y Ciclina D1.  

La expresión de ARNm de MMP-9, Bax y Ciclina D1 fue calculada como las veces 

de inducción de la expresión de estos ARNm, normalizada por la expresión del ARNm 

de -actina, respecto al grupo transfectado con pCI-neo y tratado con PMA o TNF-α. Los 

valores de CT de tres réplicas para cada grupo y tratamiento fueron promediados para 

el análisis posterior. A partir de los valores promedio de CT, se determinó la inducción 

en la expresión del ARNm de MMP-9 y Bax con el método de dos delta CT (∆∆CT), según 

la siguiente ecuación:  

𝑣𝑒𝑐𝑒𝑠 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑑𝑢𝑐𝑐𝑖ó𝑛𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎  = 2−∆CT muestra− ∆CT TNF−α o PMA  

 Las veces de inducción de la expresión de un gen blanco para una muestra de interés 

(veces de inducción muestra), se calculó a partir de la diferencia de ∆CT entre la muestra 

de interés (∆CT muestra) y la condición transfectada con el vector vacío y tratada con 

PMA o TNF-α (∆CT PMA o TNF − α), según corresponda.  

 A su vez, el ∆CT se obtiene a partir de la diferencia entre el CT correspondiente al 

gen blanco (CTgen blanco) y el CT de -actina (CTactina). Al reemplazar el término ∆CT de la 

primer ecuación, resulta que las veces de inducción de la expresión de un gen blanco 

para una muestra dada se pueden calcular como:  

𝑣𝑒𝑐𝑒𝑠 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑑𝑢𝑐𝑐𝑖ó𝑛𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎  = 2−(CT gen blanco− CT actina)muestra− (CT gen blanco− CT actina) TNF−α o PMA  

 Los resultados de veces de inducción se promediaron entre experimentos 

independientes, y en cada caso se informó dicho promedio con su correspondiente error 

estándar.  
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13. Evaluación de la viabilidad celular con el ensayo de MTT 

La viabilidad celular fue evaluada por el método reducción metabólica de MTT. La 

reducción de MTT catalizada por la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa 

genera un producto coloreado, formazán. La aparición de formazán evidencia la 

funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas.  

Se estudió el efecto de FKBP51 sobre viabilidad celular luego del tratamiento con 

agentes inductores de muerte en células Hek293 FKBP51 o Hek293 WT. El análisis del 

efecto de FKBP52 sobre la muerte celular se realizó en células Hek293 WT transfectadas 

con el plásmido de expresión de FKBP52 o el vector pCI-neo. Se sembraron 5x105 

células por pocillo de placa multiwell 96. Las células fueron tratadas con cantidades 

crecientes de peróxido de hidrógeno (0 a 500 µM) o de estaurosporina (0 a 500 nM) 

durante 24 horas en medio DMEM sin suero. Posteriormente, se agregaron 5 µl una 

solución de MTT 5 mg/ml, la cual se incubó durante 1 hora 30 minutos a 37°C 5% CO2.  

Transcurrido el tiempo anterior, el medio de cultivo fue removido, y el formazán 

producido fue solubilizado con el agregado de 200 µl de DMSO a cada pocillo. Se midió 

la absorbancia a 562 nm (A562) y a 630 nm (A630) en un lector de microplaca RAYTO RT-

6000. El valor de A630 fue restado al obtenido para A562. A las células Hek293 WT o 

Hek293 WT transfectadas con el vector pCI-neo, según corresponda, no tratadas con 

peróxido de hidrógeno o estaurosporina, se les asignó un valor de A562 - A630 igual a 100 

% de viabilidad. Los valores viabilidad correspondientes a los grupos restantes y/o 

tratamientos fueron referidos a la condición anterior. La viabilidad celular para cada grupo 

fue graficada en función de concentración de peróxido de hidrógeno o de estaurosporina. 

Los resultados obtenidos fueron ajustados a una curva sigmoidea y el valor de LC50 

(concentración letal media) fue calculado a partir del ajuste realizado con el software 

GraphPad Prism 6.  

14. Ensayos de proliferación celular 

14.a Recuento de células viables 

 El recuento de células viables se realizó con el colorante de exclusión vital, Trypan 

Blue y cámara de Neubauer.  

 Para los ensayos de proliferación con células Hek293 FKBP51 por recuento de 

células viables, se sembraron 2 x 105 células por pocillo de placa de 30 mm. Se comparó 

el número de células viables luego de 96 horas post-siembra entre tres clones 



Materiales y métodos 

 84 

independientes de Hek293 FKBP51, Hek293 WT y Hek293 pCI-neo. En cada 

experimento independiente, se sembraron las diferentes líneas celulares por duplicado. 

Las células fueron contadas en cámara de Neubauer y se asignó un valor de 100% de 

células viables al recuento resultante para la línea Hek293 WT. Los resultados de 

recuento celular del resto de las líneas celulares fueron relativizados al valor obtenido 

para Hek293 WT.  

 El efecto de FKBP52 sobre la proliferación celular se estudió mediante la 

sobreexpresión transitoria de esta FKBP o del vector vacío en células Hek293 WT. Se 

sembraron 2x105 células por pocillo de placa de 30 mm y se transfectaron con 2µg de 

plásmido codificante para FKBP52, FKBP51 o el vector vacío. 96 horas post-

transfección, las células fueron contadas en cámara de Neubauer. Se asignó un valor de 

100% de células viables al grupo transfectado con el vector pCI-neo y los resultados 

correspondientes al resto de los grupos fue relativizado al grupo vector vacío.  

14.b Ensayo de proliferación con la sonda CFSE. 

 La sonda Carboxifluoresceína succinimidil éster (CFSE) permite estudiar la división 

celular a lo largo del tiempo. La sonda CFSE es fluorescente y permeable a la membrana 

plasmática. Una vez en el interior de la célula, es transformada por esterasas 

intracelulares, a la vez que interactúa covalentemente con proteínas, y por lo tanto su 

salida al medio extracelular se ve desfavorecida. Con las sucesivas divisiones celulares, 

la sonda se segrega de forma equitativa a las células hijas. La fluorescencia de CFSE 

total disminuye acorde a la tasa de proliferación celular.  

 Se estudió la proliferación de la línea estable Hek293 FKBP51 respecto de su línea 

parental, Hek293 WT mediante la marcación con CFSE. Se resuspendieron 2,8 x 106 

células Hek293 WT o Hek293 FKBP51 en 3 ml PBS con una concentración final de CFSE 

10 µM. Para la marcación, se ubicó el tubo falcon con las células en posición horizontal, 

y al mismo se agregaron 3,3 µl de una solución de CFSE 5 mM en DMSO a una gota de 

330 µl de PBS. Inmediatamente se tapó e invirtió el tubo falcon, y las células fueron 

sometidas a vortex suave con el objetivo de obtener una marcación semejante en todas 

las células tratadas. Las células fueron incubadas durante 5 minutos a temperatura 

ambiente protegidas de la luz con papel aluminio. La marcación fue detenida con 10 

volúmenes de 10% de SFB en PBS. Las células fueron centrifugadas a 500 xg durante 

5 minutos y el sobrenadante fue descartado. Los lavados con 10% SFB en PBS fueron 
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repetidos 3 veces. Finalizada la marcación, se sembraron 5 x 105 células por pocillo de 

30 mm.  

 Para el ensayo de proliferación con CFSE por microscopía de fluorescencia, se 

sembraron células sobre vidrios cubreobjeto previamente tratados con polilisina-D. Se 

incubaron los vidrios durante 16 horas y 96 horas a 37 °C y 5% CO2. Las células 

cultivadas fueron fijadas con metanol a -20°C, y luego incubadas con DAPI durante 5 

minutos para la detección de los núcleos celulares. Los vidrios fueron lavados 3 veces 

durante 5 minutos con PBS y luego montados sobre portaobjetos con mowiol. Las células 

marcadas fueron observadas en microscopio de epifluorescencia y la fluorescencia total 

por célula de CFSE fue cuantificada con el software Image J. Se asignó 100% de 

fluorescencia al promedio de fluorescencia de las células Hek293 pCI-neo y Hek293 

FKBP51 cultivadas durante 16 horas con CFSE (fluorescencia inicial). La fluorescencia 

individual de las células cultivadas por 96 horas fue relativizada a la condición 

fluorescencia inicial. Se realizaron los controles correspondientes de auto-fluorescencia 

para ambas líneas celulares con células sin tratar con la sonda CFSE.  

 Para el análisis de división celular con la sonda CFSE por citometría de flujo, las 

células marcadas con la sonda fueron sembradas en placa de 6 pocillos y crecidas en 

incubadora a 37°C y 5% CO2. Se levantaron las células con tripsina luego de 0, 48, 72 y 

96 horas de marcación con CFSE. Las células fueron fijadas con 500 µl de PFA 4% 

durante 15 minutos y luego tratadas con solución de glicina 1% en PBS. Se realizó un 

lavado con PBS por centrifugación, y las células fueron resuspendidas en PBS y 

reservadas en heladera hasta el momento de la medición de fluorescencia. La 

fluorescencia fue determinada con el citómetro de flujo BD Acuri (Beckton-Dickinson, 

Mountain View), equipado con un láser 488-nm laser y un canal colector FL2 (585 nm) y 

el software ModFIT LT.  

15. Análisis de la expresión génica con microarreglo.  

15.a Preparación de muestras biológicas y extracción de ARN.  

Se sembraron dos pocillos con 5 x 105 células Hek293 FKBP51 y otros dos con 

Hek293 pCI-neo en una única placa de 6 pocillos con medio DMEM, antibiótico y 10% 

SFB. Se utilizaron células Hek293 FKBP51 y Hek293 pCI-neo de pasajes 62 a 67. Luego 

de 96 hs post-siembra, y sin ningún tipo de tratamiento excepcional, las células fueron 
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lavadas con PBS y resuspendidas en 500 l de Trizol. El experimento fue repetido una 

semana después, y las muestras obtenidas en ambas oportunidades fueron utilizadas en 

el ensayo de microarreglo. Todas las células en Trizol fueron reservadas en freezer a -

80°C hasta su utilización. Las muestras fueron enviadas al Instituto Pasteur de 

Montevideo donde se realizó el ensayo de microarreglo propiamente dicho.  

El ARN total fue obtenido según el protocolo sugerido por el fabricante de Trizol. 

La concentración e integridad del ARN extraído (RIN, RNA Integrity Number) fue 

determinada con el equipo Bioanalizer 2100, Agilent. Todas las muestras analizadas 

mostraron buena integridad del ARN analizado con un RIN superior a 9, según se 

muestra en la Tabla M.8.  

 
Línea celular 

número 
de pasaje 

Concentración 

RNA (ng/l) 

RIN Posición 
en slide 

Hek293 FKBP51 67 962 9.1 1_3 

Hek293 FKBP51 62 705 9 2_1 

Hek293 FKBP51 68 695 9.2 1_4 

Hek293 FKBP51 63 1,208 9.1 1_2 

Hek293 pCI-neo 65 715 9.2 2_3 

Hek293 pCI-neo 63 804 9.3 2_2 

Hek293 pCI-neo 66 904 9.1 1_1 

Hek293 pCI-neo 64 1,211 9.2 2_4 

Tabla M.8. Detalle de las muestras utilizadas en el ensayo de microarreglo de expresión, donde 

se especifica el número de pasaje de las células, la concentración del RNA obtenida, el RIN (RNA 

Integrity Number) y su ubicación sobre el slide.  

 

15.b Microarreglo de expresión 

 Para el análisis de la expresión diferencial entre las líneas celulares Hek293 

FKBP51 y Hek293 pCI-neo se utilizó el microarreglo de expresión de un color SurePrint 

G3 Human GE v2 8x60K de 8 muestras con cobertura de 60.000 sondas, número 

de diseño 039494 (Agilent). Se evaluó la expresión génica diferencial entre las 

dos condiciones ensayadas: células Hek293 FKBP51 y Hek293 pCI-neo sin 

ningún tratamiento adicional, crecidas en condiciones estándar de cultivo celular. 

  Acorde a lo especificado por el fabricante, el ARN fue retrotranscripto a cDNA. El 

cDNA fue marcado con el fluorósforo Cy3 y el kit Low Input Quick Amp Labeling, one-

color (Agilent) según indicaciones del fabricante. La hibridación y los lavados 
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Posición:               1_1                          1_2                       1_3                         1_4 

                                2_1                          2_2                       2_3                         2_4 

correspondientes realizados sobre el slide, así como los controles de calidad con Agilent 

Feature Extraction (versión 9.5.1) fueron hechos según el protocolo especificado el 

proveedor. El slide fue leído con Agilent Microarray scaner G2565BA. Las muestras 

fueron dispuestas en el slide según se indica en la Tabla M.8 y la referencia de cada 

posición se muestra en la Figura M.4.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura M.4. Imagen obtenida del ensayo de microarreglo con baja magnificación. Cada 

rectángulo corresponde a un chip individual donde fue hibridada la muestra indicada en la Tabla 

M.8 según la posición que se muestra en esta figura.  

 

15.c Análisis estadístico del microarreglo de expresión. 

El análisis estadístico de los datos obtenidos del microarreglo fue realizado con la 

herramienta BRB array tools (NIH). Se obtuvieron los valores correspondientes al 

logaritmo de la intensidad de fluorescencia para cada sonda del microarreglo. La 

medición fue realizada por el servicio de microarreglos del Instituto Pasteur de 

Montevideo a cargo del Dr. Carlos Robello. A partir de los resultados obtenidos, se realizó 

el análisis estadístico en nuestro laboratorio. Los indicadores correspondientes a cada 

sonda del arreglo fueron anotados con BRB array tools a partir del diseño del slide 

disponible en el sitio web de Quiagen y con bases de datos de libre acceso. Es decir, a 

cada identificador único le fue asignado un símbolo de gen, un nombre, un accession 

number de NCBI y/o un identificador de EnsEMBL. Se aplicó un filtro de detección de 
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fluorescencia con un umbral de intensidad mínima igual a 5 U.A, y se promedió la 

intensidad correspondiente a los spots replicados en el slide. Los valores fueron 

normalizados también por el método de cuantiles, y los genes fueron filtrados según las 

veces inducción de su expresión entre ambas condiciones o clases (Fold change  1,5; 

o fold change  0,5). De los 62977 identificadores contenidos en el arreglo, incluyendo 

controles internos, 8185 fueron recuperados luego de la aplicación de los filtros y 

normalizaciones. Se definieron dos clases experimentales, Hek293 FKBP51 (clase 1) y 

Hek293 pCI-neo (clase 2), que fueron comparadas con la función “class comparison” de 

BRB array tools. La comparación elegida consistió en un test t de student con modelo de 

varianza aleatoria (parámetros del modelo de varianza, a= 1,3011, b= 12,19222, 

estadístico Kolmogorov-Smirnov = 0,03516). Con un nivel de significancia para cada test 

de variable única de p0,005 se obtuvieron 571 genes con expresión diferencial entre 

ambas clases. 272 genes expresados diferencialmente entre Hek293 pCI-neo y Hek293 

FKBP51 fueron recuperados con el mismo test con p0,001. Los resultados de la 

comparación de clases (p0,005) fueron exportados para el análisis de vías de 

señalización canónica, funciones biológicas y enfermedades asociadas a la expresión 

diferencial determinada para los genes obtenidos experimentalmente con el software 

Ingenuity Pathways (Quiagen). 

Los factores de transcripción capaces de regular la transcripción de los genes con 

expresión diferencial entre Hek293 pCI-neo y Hek293 FKBP51 fueron predichos con la 

herramienta BRB array tools. Brevemente, BRB array tools compara los datos 

experimentales del microarreglo con listas de genes de la base de datos curada 

Transcriptional Regulator Element Database (TRED). Se utilizaron diferentes test 

estadísticos: test de permutación por cuadrados mínimos (LS) y por Kolmogorov-Smirnov 

(KS), test de máximas medias Efron-Tibshirani GSA (p0,005) para realizar la predicción 

de los factores de transcripción involucrados en los datos experimentales.  

Los genes con expresión diferencial entre ambas clases fueron agrupados en 

clusters y ordenados según agrupamiento jerárquico por distancia euclideana. El nivel 

de expresión de cada gen se presenta por muestra individual según un gradiente de color 

verde.  
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16. Análisis bioinformático de la secuencia aminoacídica de la proteína 

p65 humana. 

Las secuencias aminoacídicas fueron obtenidas a partir de la base de datos Protein de 

NCBI. Para la selección de las secuencias homólogas se utilizó como criterio el porcentaje 

de identidad de secuencia respecto a la isoforma 1 de p65 humana. Se recuperaron 35 

secuencias disponibles, entre las que se incluyeron 23 proteínas de mamíferos (primates, 

caninos, felinos, mamíferos acuáticos, roedores voladores y roedores terrestres), 2 especies 

de peces, 1 reptil, 1 anfibio, 2 aves y 1 invertebrado. Se excluyeron de las secuencias 

recuperadas aquellas que fueron nombradas a partir de otros miembros de la familia Rel A, 

como NFAT, c-Rel, p100, entre otras. La secuencia disponible perteneciente a un 

invertebrado corresponde a la proteína dorsal de Drosophila melanogaster, ampliamente 

reconocida como equivalente a NF-B en invertebrados (104).  

En la Tabla M.9 se presentan los datos correspondientes a las secuencias utilizadas. 

 

Nombre especie Nombre común Clasificación Identificador  

1.         1. Homo sapiens Humano Mamífero, orden Primate NP_068810.3 

2.         Alligator 
mississippiensis 

Caimán del misisipi Reptil XP_019350728.1 

3.         Aotus nancymaae Mono nocturno Mamífero, orden Primate XP_012318394.1 

4.         Camelus 
bactrianus 

Camello Mamífero, orden Artiodactyla XP_010955442.1 

5.         Canis lupus 
familiaris 

Perro doméstico Mamífero, orden Carnivora XP_540850.2 

6.         Castor canadensis Castor americano Mamífero, orden Rodentia XP_020020480.1 

7.         Cercocebus atys Mangabey gris Mamífero, orden Primate XP_011897055.1 

8.         Cervus elaphus 
hippelaphus 

Ciervo rojo común Mamífero, orden Artiodactyla OWK17594.1 

9.         Coturnix 
japonica 

Codorniz japonesa Ave XP_015706422.1 

10.       Danio rerio Pez cebra Pez NP_001001839.2 

11.       Delphinapterus 
leucas 

Beluga Mamífero, orden Cetacea XP_022447166.1 

12.       Desmodus 
rotundus 

Vampiro de azara Mamífero, orden Dermoptera XP_024430030.1 

13.       Drosophila 
melanogaster 

Mosca de fruta Invertebrado NP_724052.1 

14.       Enhydra lutris 
kenyoni 

Nutria marina Mamífero, orden Rodentia XP_022362935.1 

15.       Equus caballus Caballo Mamífero, orden Artiodactyla XP_023510230.1 

16.       Felis catus Gato doméstico Mamífero, oden Carnivora XP_023095836.1 

17.       Galeopterus 
variegatus 

Lemur malayo 
volador 

Mamífero, orden Dermoptera XP_008576943.1 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_068810.3?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KRJU388H015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_019350728.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KRJZV6WD015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_012318394.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KRK6MJ79015
https://es.wikipedia.org/wiki/Artiodactyla
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_010955442.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KRNF4C76015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_540850.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KRNSY7DU014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_020020480.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KUGCS7CK014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_011897055.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KUGEFAP1015
https://es.wikipedia.org/wiki/Artiodactyla
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/OWK17594.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KUGJMPVT014
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18.       Lonchura striata 
domestica 

Capuchino del Japón Ave  XP_021401412.1 

19.       Loxodonta 
africana 

Elefante africano Mamífero, orden Proboscidea  

XP_023415352.1 

20.       Macaca 
fascicularis 

Macaco cangrejero Mamífero, orden Primate BAE87977.1 

21.       Manis javanica Pangolin malayo Mamífero, orden Pholidota 

XP_017515649.1 

22.       Microcebus 
murinus 

Lémur ratón gris Mamífero, orden Primate XP_012633553.1 

23.       Odocoileus 
virginianus texanus 

Ciervo de cola blanca Mamífero, orden Artiodactyla 

XP_020762118.1 

24.       Oncorhynchus 
kisutch 

Salmón del Pacífico Pez  XP_020359926.1 

25.       Ornithorhynchus 
anatinus 

Ornitorrinco Mamífero, orden Monotremata XP_001506224.4 

26.       Orycteropus afer 
afer 

Cerdo hormiguero Mamífero, orden 
Tubulidentata 

XP_007943155.1 

27.         Scleropages 
formosus 

Pez lengüihueso  Pez XP_018607644.1 

malayo 

28.         Sus scrofa Jabalí Mamífero, orden Artiodactyla 

  NP_001107753.1 

29.         Xenopus 
tropicalis 

Rana Anfibio NP_001001211.1 

30.         Otolemur 
garnettii 

Gálago de Garnet Mamífero, orden Primate XP_003798713.1 

31.         Piliocolobus 
tephrosceles 

Colobo rojo ugandés Mamífero, orden Primate XP_023042293.1 

32.         Rattus 
norvegicus 

Rata parda Mamífero, orden Rodentia NP_954888.1 

33.         Rhinopithecus 
roxellana 

Langur chato dorado Mamífero, orden Primate XP_010364772.1 

 

Tabla M.9. Detalle de las secuencias aminoacídicas utilizadas en el alineamiento de secuencias. Se muestra el 

nombre científico de la especie, el nombre común y el identificador (accession number NCBI).  

El alineamiento de secuencias fue realizado con la herramienta de alineamiento 

múltiple de secuencias de EMBL-EBI, Clustal Omega. Se utilizó como referencia a la 

secuencia aminoacídica de la isoforma 1 de p65 humana (NP_068810.3). Los resultados del 

alineamiento múltiple obtenido se presentan a continuación.  

Referencias: cov (porcentaje de cobertura respecto a secuencia de referencia), pid 

(porcentaje de identidad de secuencia respecto a la secuencia de referencia) 

 

Reference sequence : Homo sapiens 

Identities normalised by aligned length. 

Colored by: identity 
 

                      cov    pid   1 [        .         .         .         .         :         .         .         . 80  

https://es.wikipedia.org/wiki/Proboscidea
https://es.wikipedia.org/wiki/Pholidota
https://es.wikipedia.org/wiki/Artiodactyla
https://es.wikipedia.org/wiki/Tubulidentata
https://es.wikipedia.org/wiki/Tubulidentata
https://www.google.com.ar/search?q=Artiodactyla&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLQz9U3SM5NzgEAVuDv6gwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiPguj02YPcAhXClJAKHVsWCmEQmxMI-wEoATAb
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_068810.3?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KRJU388H015
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 1 Homo            100.0% 100.0%     --------------------------------------------------------------------------------     

 2 Alligator        95.8%  49.2%     ---------------------------MRLVLGWGVSAAEWPTLGVVVLGRRGRTPEPAM-------SHPCG--------     

 3 Aotus            92.9%  96.3%     --------------------------------------------------------------------------------     

 4 Camelus          97.5%  87.3%     --------------------------------------------------------------------------------     

 5 Canis            96.6%  88.2%     --------------------------------------------------------------------------------     

 6 Castor           97.6%  84.1%     --------------------------------------------------------------------------------     

 7 Cercocebus       99.8%  98.2%     --------------------------------------------------------------------------------     

 8 Cervus           98.5%  87.1%     --------------------------------------------------------------------------------     

 9 Coturnix         59.2%  55.8%     --------------------------------------------------------------------------------     

10 Danio            75.9%  45.7%     --------------------------------------------------------------------------------     

11 Delphinapterus   97.5%  85.4%     --------------------------------------------------------------------------------     

12 Desmodus         97.3%  86.7%     --------------------------------------------------------------------------------     

13 Drosophila       92.2%  23.3%     --------------------------------------------------------------------------------     

14 Enhydra          95.5%  86.1%     --------------------------------------------------------------------------------     

15 Equus            97.5%  87.6%     --------------------------------------------------------------------------------     

16 Felis            97.8%  89.1%     --------------------------------------------------------------------------------     

17 Galeopterus      98.2%  71.7%     MRRQPGADGAPAAVPTPTAHGLALGSALALIIAPGAGGRQFGRILSGRFSGRGDEPRPCSKLREAPRSKHCQETRVEFSP     

18 Lonchura         78.0%  46.1%     --------------------------------------------------------------------------------     

19 Loxodonta       100.0%  84.9%     --------------------------------------------------------------------------------     

20 Macaca           99.5%  98.2%     --------------------------------------------------------------------------------     

21 Manis            97.3%  85.6%     --------------------------------------------------------------------------------     

22 Microcebus       99.6%  92.2%     --------------------------------------------------------------------------------     

23 Odocoileus       98.5%  86.9%     --------------------------------------------------------------------------------     

24 Oncorhynchus     88.7%  37.4%     --------------------------------------------------------------------------------     

25 Ornithorhynchus  48.1%  78.4%     --------------------------------------------------------------------------------     

26 Orycteropus      98.0%  90.1%     --------------------------------------------------------------------------------     

27 Otolemur         99.6%  92.2%     --------------------------------------------------------------------------------     

28 Pan             100.0%  99.8%     --------------------------------------------------------------------------------     

29 Physeter         97.5%  81.4%     --------------------------------------------------------------------------------     

30 Piliocolobus    100.0%  98.7%     --------------------------------------------------------------------------------     

31 Rattus           99.1%  88.8%     --------------------------------------------------------------------------------     

32 Rhinopithecus   100.0%  98.4%     --------------------------------------------------------------------------------     

33 Scleropages      94.9%  37.8%     --------------------------------------------------------------------------------     

34 Sus              97.5%  87.1%     --------------------------------------------------------------------------------     

35 Xenopus          91.8%  49.0%     --------------------------------------------------------------------------------     

   consensus/100%                    ................................................................................     

   consensus/90%                     ................................................................................     

   consensus/80%                     ................................................................................     

   consensus/70%                     ................................................................................     

 

                      

cov    pid  81          .         1         .         .         .         .         :         . 160 

Numeración de prolinas (p65 humana)                                                                      6   10 

Encabezado especie 

 1 Homo            100.0% 100.0%     ----------------------------------------------------------------MDELFPLIFP---A-E     

 2 Alligator        95.8%  49.2%     -------------------------AAHGGEWVPY---MDTGGA-GTPPA--TPRSLTSSCLCLLPDLLPLLLQPDWHME     

 3 Aotus            92.9%  96.3%     --------------------------------------------------------------------------------     

 4 Camelus          97.5%  87.3%     ----------------------------------------------------------------MDDLFPLIFP---A-E     

 5 Canis            96.6%  88.2%     ----------------------------------------------------------------MDDLFPLIFP---A-E     

 6 Castor           97.6%  84.1%     --------------------MAA--LGSAGPWREPPPRCLLP---------PFCAARCCAGSGRPDDLFPLIFP---SAE     

 7 Cercocebus       99.8%  98.2%     ----------------------------------------------------------------MDELFPLIFP---A-E     

 8 Cervus           98.5%  87.1%     ----------------------------------------------------------------MDDLFPLIFP---A-E     

 9 Coturnix         59.2%  55.8%     ----------------------------------------------------------------------------MERD     

10 Danio            75.9%  45.7%     ---------------------------------------------------------------------MDGMFHQWGTS     

11 Delphinapterus   97.5%  85.4%     -----------------------------------------------------MWACADPCLLLLSDLFPLIFP---A-E     

12 Desmodus         97.3%  86.7%     ---------------------------------------------------------------PLSDLFPLIFP---S-E     

13 Drosophila       92.2%  23.3%     ---------------------------------MFP-NQNNGAAPGQGPAVDGQQS------LNYNGLPAQQQQQLAQST     

14 Enhydra          95.5%  86.1%     ----------------------------------------------------------------MDDLFPLIFP---S-E     

15 Equus            97.5%  87.6%     ----------------------------------------------------------------MEDLFPLIFP---S-E     

16 Felis            97.8%  89.1%     ----------------------------------------------------------------MDDLFPLIFP---T-E     

17 Galeopterus      98.2%  71.7%     PILAGAAGSGLSLRSAADRSLAALAVVQSGPRGAGPASVSLGGRTRALPGEDGKWAWADPCLPPFSDLFPLIFP---S-E     

18 Lonchura         78.0%  46.1%     --------------------------------------------------------------------------------     

19 Loxodonta       100.0%  84.9%     -----------------------------------------------MGSRGWTVAYADSWPPRLPDLFPLIFP---S-E     

20 Macaca           99.5%  98.2%     ----------------------------------------------------------------MDELFPLIFP---A-E     

21 Manis            97.3%  85.6%     ---------------------------------------------------MSAAGSAKPTVRALPDLFPLIFP---T-E     

22 Microcebus       99.6%  92.2%     ----------------------------------------------------------------MDDLFPLIFP---S-E     

23 Odocoileus       98.5%  86.9%     ----------------------------------------------------------------MDDLFPLIFP---A-E     

24 Oncorhynchus     88.7%  37.4%     --------------------------------------------------------------------------------     

25 Ornithorhynchus  48.1%  78.4%     --------------------------------------------------------------------------------     

26 Orycteropus      98.0%  90.1%     ----------------------------------------------------------------MEDLFPLIFP---S-E     

27 Otolemur         99.6%  92.2%     ----------------------------------------------------------------MDDLFPLIFP---S-E     

28 Pan             100.0%  99.8%     ----------------------------------------------------------------MDELFPLIFP---A-E     

29 Physeter         97.5%  81.4%     ----------------------------------------------------------------MDDLFPLIFP---A-E     

30 Piliocolobus    100.0%  98.7%     ----------------------------------------------------------------MDELFPLIFP---A-E     

31 Rattus           99.1%  88.8%     ----------------------------------------------------------------MDDLFPLIFP---S-E     

32 Rhinopithecus   100.0%  98.4%     ----------------------------------------------------------------MDELFPLIFP---A-E     

33 Scleropages      94.9%  37.8%     --------------------------------------------MR------F-------QPYRKDVMMTVKHYGMYSWG     

34 Sus              97.5%  87.1%     ----------------------------------------------------------------MDDLFPLIFP---S-E     

35 Xenopus          91.8%  49.0%     ----------------------------------------------------------------MEGFLPSLWTDMVSST     

   consensus/100%                    ................................................................................     

   consensus/90%                     ................................................................................     

   consensus/80%                     ................................................................h.thhs.hh....s.p     

   consensus/70%                     ................................................................hs-LFPLIFP...u.E     

 

                      cov    pid 161          .         .         .         2         .         .         .         . 240 

Numeración de prolinas (p65 humana  13     19      27                  47          59 

 1 Homo            100.0% 100.0%     PAQASGPYVEIIEQPKQRGMRFRYKCEGRSAGSIPGERSTDTTKTHPTIK------------------------------     
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 2 Alligator        95.8%  49.2%     PVPSSTPFVEIIEQPKQRGMRFRYKCEGRSAGSIPGERSTDATKTHPTIK------------------------------     

 3 Aotus            92.9%  96.3%     -------------------MRFRYKCEGRSAGSIPGERSTDTTKTHPTIK------------------------------     

 4 Camelus          97.5%  87.3%     PAQASGPYVEIIEQPKQRGMRFRYKCEGRSAGSIPGERSTDTTKTHPTIK------------------------------     

 5 Canis            96.6%  88.2%     PAQASGPYVEIIEQPKQRGMRFRYKCEGRSAGSIPGERSTDTTKTHPTIK------------------------------     

 6 Castor           97.6%  84.1%     PAQASGPYVEIIEQPKQRGMRFRYKCEGRSAGSIPGERSTDTTKTHPTIK------------------------------     

 7 Cercocebus       99.8%  98.2%     PAQASGPYVEIIEQPKQRGMRFRYKCEGRSAGSIPGERSTDTTKTHPTIK------------------------------     

 8 Cervus           98.5%  87.1%     PAQASGPYVEIIEQPKQRGMRFRYKCEGRSAGSIPGERSTDTTKTHPTIK------------------------------     

 9 Coturnix         59.2%  55.8%     PAVGPAPYVEILEQPKQRGMRFRYKCEGRSAGSIPGEHSTDSARTHPTIR------------------------------     

10 Danio            75.9%  45.7%     QVPQGPPHVEIIEQPKSRGMRFRYKCEGRSAGSIPGEKSNDTTKTHPAIR------------------------------     

11 Delphinapterus   97.5%  85.4%     PAQASGPYVEIIEQPKQRGMRFRYKCEGRSAGSIPGERSTDTTKTHPTIK------------------------------     

12 Desmodus         97.3%  86.7%     PAQASGPYVEIIEQPKQRGMRFRYKCEGRSAGSIPGERSTDTTKTHPTIK------------------------------     

13 Drosophila       92.2%  23.3%     KNVRKKPYVKITEQPAGKALRFRYECEGRSAGSIPGVNSTPENKTYPTIE------------------------------     

14 Enhydra          95.5%  86.1%     PAQASGPYVEIIEQPKQRGMRFRYKCEGRSAGSIPGERSTDTTKTHPTIK------------------------------     

15 Equus            97.5%  87.6%     PAQASGPYVEIIEQPKQRGMRFRYKCEGRSAGSIPGERSTDTTKTHPTIK------------------------------     

16 Felis            97.8%  89.1%     PAQASGPYVEIIEQPKQRGMRFRYKCEGRSAGSIPGERSTDTTKTHPTIK------------------------------     

17 Galeopterus      98.2%  71.7%     PAQASGPYVEIIEQPKQRGMRFRYKCEGRSAGSIPGERSTDTTKTHPTIK------------------------------     

18 Lonchura         78.0%  46.1%     -----------------------------------------MEDVPPTIR------------------------------     

19 Loxodonta       100.0%  84.9%     PAQATGPYVEIIEQPKQRGMRFRYKCEGRSAGSIPGERSTDTTKTHPTIK------------------------------     

20 Macaca           99.5%  98.2%     PAQASGPYVEIIEQPKQRGMRFRYKCEGRSAGSIPGERSTDTTKTHPTIK------------------------------     

21 Manis            97.3%  85.6%     PAQASGPYVEIIEQPKQRGMRFRYKCEGRSAGSIPGERSTDTTKTHPTIK------------------------------     

22 Microcebus       99.6%  92.2%     PAQVSGPYVEIIEQPKQRGMRFRYKCEGRSAGSIPGERSTDTTKTHPTIK------------------------------     

23 Odocoileus       98.5%  86.9%     PAQASGPYVEIIEQPKQRGMRFRYKCEGRSAGSIPGERSTDTTKTHPTIK------------------------------     

24 Oncorhynchus     88.7%  37.4%     -------------------MRFRYKCEGRSAGSTPGEKSNDTTKTHPAIK------------------------------     

25 Ornithorhynchus  48.1%  78.4%     -------------------------------------------------------------------------HSVNATD     

26 Orycteropus      98.0%  90.1%     PPQASGPYVEIIEQPKQRGMRFRYKCEGRSAGSIPGERSTDTTKTHPTIK------------------------------     

27 Otolemur         99.6%  92.2%     PAQASGPYVEIIEQPKQRGMRFRYKCEGRSAGSIPGERSTDTTKTHPTIK------------------------------     

28 Pan             100.0%  99.8%     PAQASGPYVEIIEQPKQRGMRFRYKCEGRSAGSIPGERSTDTTKTHPTIK------------------------------     

29 Physeter         97.5%  81.4%     PAQASGPYVEIIEQPKQRGMRFRYKCEGRSAGSIPGERSTDTTKTHPTIKVSTAPGWGTQSPYGRDLRSGPHSLCLGGGS     

30 Piliocolobus    100.0%  98.7%     PAQASGPYVEIIEQPKQRGMRFRYKCEGRSAGSIPGERSTDTTKTHPTIK------------------------------     

31 Rattus           99.1%  88.8%     PAQASGPYVEIIEQPKQRGMRFRYKCEGRSAGSIPGERSTDTTKTHPTIK------------------------------     

32 Rhinopithecus   100.0%  98.4%     PAQASGPYVEIIEQPKQRGMRFRYKCEGRSAGSIPGERSTDTTKTHPTIK------------------------------     

33 Scleropages      94.9%  37.8%     QTSKGNPYIEIIEQPKARGMRFRYKCEGRSAGSIPGEKSNDTTKTHPAIK------------------------------     

34 Sus              97.5%  87.1%     PAPASGPYVEIIEQPKQRGMRFRYKCEGRSAGSIPGERSTDTTKTHPTIK------------------------------     

35 Xenopus          91.8%  49.0%     VMPSSHPHVEIIEQPKQRGMRFRYKCEGRSAGSIPGERSTDTTKTHPTIK------------------------------     

   consensus/100%                    ................................................................................     

   consensus/90%                     ...................MRFRYKCEGRSAGSIPGE+SsDssKTHPsI+..............................     

   consensus/80%                     ss.susPYVEIIEQPKQRGMRFRYKCEGRSAGSIPGERSTDTTKTHPTIK..............................     

   consensus/70%                     PApuSGPYVEIIEQPKQRGMRFRYKCEGRSAGSIPGERSTDTTKTHPTIK..............................     

                      cov    pid 241          :         .         .         .         .         3         .         . 320 

Numeración de prolinas (p65 humana)                     69        81,82,85,87                 106 

 1 Homo            100.0% 100.0%     --------------INGYTGPGTVRISLVTKDPPHRPHPHELVGK-DCRDGFYEAELCPDRCIHSFQNLGIQCVKKRDLE     

 2 Alligator        95.8%  49.2%     --------------INNYTGPGKIRISLVTKDAPYRPHPHELVGK-DCKDGYYEAELAPERNIHSFQNLGIQCVKKRELE     

 3 Aotus            92.9%  96.3%     --------------INGYTGPGTVRISLVTKDPPHRPHPHELVGK-DCRDGFYEAELCPDRCIHSFQNLGIQCVKKRDLE     

 4 Camelus          97.5%  87.3%     --------------INGYTGPGTVRISLVTKDPPHRPHPHELVGK-DCRDGFYEAELCPDRCIHSFQNLGIQCVKKRDLE     

 5 Canis            96.6%  88.2%     --------------INGYTGPGTVRISLVTKDPPHRPHPHELVGK-DCRDGFYEAELCPDRCIHSFQNLGIQCVKKRDLE     

 6 Castor           97.6%  84.1%     --------------INGYTGPGTVRISLVTKDPPHRPHPHELVGK-DCRDGFYEAELCPDRCIHSFQNLGIQCVKKRDLE     

 7 Cercocebus       99.8%  98.2%     --------------INGYTGPGTVRISLVTKDPPHRPHPHELVGK-DCRDGFYEAELCPDRCIHSFQNLGIQCVKKRDLE     

 8 Cervus           98.5%  87.1%     --------------INGYTGPGTVRISLVTKDPPHRPHPHELVGK-DCRDGFYEAELCPDRCIHSFQNLGIQCVKKRDLE     

 9 Coturnix         59.2%  55.8%     --------------VNHYRGPGRVRVSLVTKDPPHRPHPHELVGR-HCQHGYYEAELSPERSVHSFQNLGIQCVKKRELE     

10 Danio            75.9%  45.7%     --------------VHNYSGPVRVRISLVTKNQPYKPHPHELVGK-DCKHGYYEADLQ-ERRIHSFQNLGIQCVKKKDVG     

11 Delphinapterus   97.5%  85.4%     --------------INGYTGPGTVRISLVTKDPPHRPHPHELVGK-DCRDGFYEAELCPDRCIHSFQNLGIQCVKKRDLE     

12 Desmodus         97.3%  86.7%     --------------INGYTGPGTVRISLVTKDPPHRPHPHELVGK-DCRDGYYEAELCPDRCIHSFQNLGIQCVKKRDLE     

13 Drosophila       92.2%  23.3%     --------------IVGYKGRAVVVVSCVTKDTPYRPHPHNLVGKEGCKKGVCTLEINSETMRAVFSNLGIQCVKKKDIE     

14 Enhydra          95.5%  86.1%     --------------INGYTGPGTVRISLVTKDPPHRPHPHELVGK-DCRDGFYEAELCPDRCIHSFQNLGIQCVKKRDLE     

15 Equus            97.5%  87.6%     --------------INGYTGPGTVRISLVTKDPPHRPHPHELVGK-DCRDGFYEAELCPDRCIHSFQNLGIQCVKKRDLE     

16 Felis            97.8%  89.1%     --------------INGYTGPGTVRISLVTKDPPHRPHPHELVGK-DCRDGFYEAELCPDRCIHSFQNLGIQCVKKRDLE     

17 Galeopterus      98.2%  71.7%     --------------INGYTGPGTVRISLVTKDPPHRPHPHELVGK-DCRDGFYEAELCPDRCIHSFQNLGIQCVKKRDLE     

18 Lonchura         78.0%  46.1%     --------------VNNYRGPGRVRVSLVTKDPPHRPHPHELVGK-DCRDGFYEAELSPERSVHSFQNLGIQCVKKRELE     

19 Loxodonta       100.0%  84.9%     --------------INGYTGPGTVRISLVTKDPPHRPHPHELVGK-DCRDGFYEAELCPDRCIHSFQNLGIQCVKKRDLE     

20 Macaca           99.5%  98.2%     --------------INGYTGPGTVRISLVTKDPPHRPHPHELVGK-DCRDGFYEAELCPDRCIHSFQNLGIQCVKKRDLE     

21 Manis            97.3%  85.6%     --------------INGYTGPGTVRISLVTKDPPHRPHPHELVGK-DCRDGFYEAELCPDRCIHSFQNLGIQCVKKRDLE     

22 Microcebus       99.6%  92.2%     --------------INGYTGPGTVRISLVTKDPPHRPHPHELVGK-DCRDGFYEAELCPDRCIHSFQNLGIQCVKKRDLE     

23 Odocoileus       98.5%  86.9%     --------------INGYTGPGTVRISLVTKDPPHRPHPHELVGK-DCRDGFYEAELCPDRCIHSFQNLGIQCVKKRDLE     

24 Oncorhynchus     88.7%  37.4%     --------------VHNYNGPLRVRVSLVTKNPPHKPHPHELVGK-DCKHGYYEADLQ-ERRVHSFQNLGIQCVKKKDVA     

25 Ornithorhynchus  48.1%  78.4%     GAQEVGWKSGFSPQINGYVGPGKVRISLVTKEPPHRPHPHELVGK-DCRDGFYEADLCPDRSIHSFQNLGIQCVKKRDLE     

26 Orycteropus      98.0%  90.1%     --------------INGYTGPGTVRISLVTKDPPHRPHPHELVGK-DCRDGFYEAELSPDRCIHSFQNLGIQCVKKRDLE     

27 Otolemur         99.6%  92.2%     --------------INGYTGPGTVRISLVTKDPPHRPHPHELVGK-DCRDGFYEADLCPDRCIHSFQNLGIQCVKKRDLE     

28 Pan             100.0%  99.8%     --------------INGYTGPGTVRISLVTKDPPHRPHPHELVGK-DCRDGFYEAELCPDRCIHSFQNLGIQCVKKRDLE     

29 Physeter         97.5%  81.4%     GISEPLGFSLYFGQINGYTGPGTVRISLVTKDPPHRPHPHELVGK-DCRDGFYEAELCPDRCIHSFQNLGIQCVKKRDLE     

30 Piliocolobus    100.0%  98.7%     --------------INGYTGPGTVRISLVTKDPPHRPHPHELVGK-DCRDGFYEAELCPDRCIHSFQNLGIQCVKKRDLE     

31 Rattus           99.1%  88.8%     --------------INGYTGPGTVRISLVTKDPPHRPHPHELVGK-DCRDGFYEAELCPDRCIHSFQNLGIQCVKKRDLE     

32 Rhinopithecus   100.0%  98.4%     --------------INGYTGPGTVRISLVTKDPPHRPHPHELVGK-DCRDGFYEAELCPDRCIHSFQNLGIQCVKKRDLE     

33 Scleropages      94.9%  37.8%     --------------VHNYNGPIRVRISLVTKNAPYKPHPHELVGK-DCKHGYYEADLQ-ERRVHSFQNLGIQCVKKKDVA     

34 Sus              97.5%  87.1%     --------------INGYTGPGTVRISLVTKDPPHRPHPHELVGK-DCRDGFYEAELCPDRCIHSFQNLGIQCVKKRDLE     

35 Xenopus          91.8%  49.0%     --------------INHYQGSARIRISLVTKDSPHKPHPHELVGK-DCKDGYYEAELSPDRSIHSFQNLGIQCVKKREVE     

   consensus/100%                    ..............l.tY.G.hhlhlShVTKp.Pa+PHPHpLVG+.tCpcGhhph-lt.-p.htsFpNLGIQCVKK+-lt     

   consensus/90%                     ..............lssYpGPupVRlSLVTK-sPa+PHPHELVGK.DC+cGaYEA-Lss-RplHSFQNLGIQCVKK+-lE     

   consensus/80%                     ..............INGYoGPGpVRISLVTKDPPHRPHPHELVGK.DCRDGaYEAELsPDRsIHSFQNLGIQCVKKRDLE     

   consensus/70%                     ..............INGYTGPGTVRISLVTKDPPHRPHPHELVGK.DCRDGFYEAELCPDRCIHSFQNLGIQCVKKRDLE     

 

                      cov    pid 321          .         .         :         .         .         .         .         4 400 

Numeración de prolinas (p65 humana)             140 144                       168   172 176,7 182   189 

 1 Homo            100.0% 100.0%     QAISQRIQTNNNPFQVPIEEQR--GDYDLNAVRLCFQVTVRDPSGR--PLRLPPVLSHPIFDNRAPNTAELKICRVNRNS     

 2 Alligator        95.8%  49.2%     EAVAQRIRTNNNPFNVSLEE-K--GEYDLNAVRLCFQVWVQDPAGTGHLMLLPLVVSQPIYDNRAPNTAELKICRVNRNS     

 3 Aotus            92.9%  96.3%     QAINQRIQTNNNPFQVPIEEQR--GDYDLNAVRLCFQVTVRDPSGR--PLRLPPVLSHPIFDNRAPNTAELKICRVNRNS     

 4 Camelus          97.5%  87.3%     QAISQRIQTNNNPFQVPIEEQR--GDYDLNAVRLCFQVTVRDPAGR--PLRLSPVLSHPIFDNRAPNTAELKICRVNRNS     

 5 Canis            96.6%  88.2%     QAISQRIQTNNNPFQVPIEEQR--GDYDLNAVRLCFQVTVRDPAGR--PLRLSPVLSHPIFDNRAPNTAELKICRVNRNS     
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 6 Castor           97.6%  84.1%     QAISQRIQTNNNPFQVPIEEQR--GDYDLNAVRLCFQVTVRDPSGR--PLRLPPVLSHPIFDNRAPNTAELKICRVNRNS     

 7 Cercocebus       99.8%  98.2%     QAITQRIQTNNNPFQVPIEEQR--GDYDLNAVRLCFQVTVRDPSGR--PLRLPPVLSHPIFDNRAPNTAELKICRVNRNS     

 8 Cervus           98.5%  87.1%     QAISQRIQTNNNPFQVPIEEQR--GDYDLNAVRLCFQVTVRDPAGR--PLRLVPVLSHPIFDNRAPNTAELKICRVNRNS     

 9 Coturnix         59.2%  55.8%     AAVAERIRTNNNPFNVPMEERG--AEYDLSSVRLCFQVWLNGPGG---LQMLPPVLSQPIYDNRAPSTAELRICRVNRNS     

10 Danio            75.9%  45.7%     EAVSCRLQTQNNPFKIPDAKIW-EEEFDLNAVRLCFQVSITLSSGD--LFPLEPVVSQPIYDNRAPNTAELKICRVNRNS     

11 Delphinapterus   97.5%  85.4%     QAISQRIQTNNNPFQVPVEEQR--GDYDLNAVRLCFQVTVRDPAGR--PLRLSPALSHPIFDNRAPNTAELKICRVNRNS     

12 Desmodus         97.3%  86.7%     QAISQRIQTNNNPFQVPIEEQR--GDYDLNAVRLCFQVTVRDPSGR--PLRLSPVLSHPIFDNRAPNTAELKICRVNRNS     

13 Drosophila       92.2%  23.3%     AALKAREEIRVDPFKTGFSHRFQPSSIDLNSVRLCFQVFMESEQKGRFTSPLPPVVSEPIFDKKAM--SDLVICRLCSCS     

14 Enhydra          95.5%  86.1%     QAISQRIQTNNNPFQVPIEEQR--GDYDLNAVRLCFQVTVRDPAGR--PLRLSPVLSHPIFDNRAPNTAELKICRVNRNS     

15 Equus            97.5%  87.6%     QAISQRIQTNNNPFQVPIEEQR--GDYDLNAVRLCFQVTVRDPAGR--PLRLSPVLSHPIFDNRAPNTAELKICRVNRNS     

16 Felis            97.8%  89.1%     QAISQRIQTNNNPFQVPIEEQR--GDYDLNAVRLCFQVTVRDPAGR--PLRLPPVLSHPIFDNRAPNTAELKICRVNRNS     

17 Galeopterus      98.2%  71.7%     QAISQRIQTNNNPFQVPIEEQR--GDYDLNAVRLCFQVTVRDPSGR--PLRLPPVLSHPIFDNRAPNTAELKICRVNRNS     

18 Lonchura         78.0%  46.1%     AAVAERIRTNNXXXXVPAEQRG--GEYDLAAVRLCFQVWVRGPGG---LQPLPPVLSQPIYDNRAPSTAELRICRVNRNS     

19 Loxodonta       100.0%  84.9%     QAISQRIQTNNNPFQVPIEEQR--GDYDLNAVRLCFQVTVRDPSGR--PLRLPPVLSHPIFDNRAPNTAELKICRVNRNS     

20 Macaca           99.5%  98.2%     QAITQRIQTNNNPFQVPIEEQR--GDYDLNAVRLCFQVTVRDPSGR--PLRLPPVLSHPIFDNRAPNTAELKICRVNRNS     

21 Manis            97.3%  85.6%     QAISQRIQTNNNPFQVPIEEQR--GDYDLNAVRLCFQVTVRDPAGR--PLRLSPVLSHPIFDNRAPNTAELKICRVNRNS     

22 Microcebus       99.6%  92.2%     QAISQRIQTNNNPFQVPIEEQR--GDYDLNAVRLCFQVTVRDSSGR--PLRLPPVLSHPIFDNRAPNTAELKICRVNRNS     

23 Odocoileus       98.5%  86.9%     QAISQRIQTNNNPFQVPIEEQR--GDYDLNAVRLCFQVTVRDPAGR--PLRLVPVLSHPIFDNRAPNTAELKICRVNRNS     

24 Oncorhynchus     88.7%  37.4%     EAVSCRLQTQNNPFNIPEANMW-E-EFDLNAVRLCFQASITLPTGE--LCPLEPVVSQPIYDNRAPNTAELKICRVNRNS     

25 Ornithorhynchus  48.1%  78.4%     QAITQRMQTNNNPFNVPLEEQR--GDYDLNAVRLCFQVTVQDSAGR--PLALPPVLSQPIYDNRAPNTAELKICRVNRNS     

26 Orycteropus      98.0%  90.1%     QAISQRIQTNNNPFQVPIEDQR--GDYDLNAVRLCFQVTVRDSSGR--PLRLPPVLSHPIFDNRAPNTAELKICRVNRNS     

27 Otolemur         99.6%  92.2%     QAISQRIQTNNNPFQVPIEEQR--GDYDLNAVRLCFQVTVRDPSGR--PLRLPPVLSHPIFDNRAPNTAELKICRVNRNS     

28 Pan             100.0%  99.8%     QAISQRIQTNNNPFQVPIEEQR--GDYDLNAVRLCFQVTVREPSGR--PLRLPPVLSHPIFDNRAPNTAELKICRVNRNS     

29 Physeter         97.5%  81.4%     QAISQRIQTNNNPFQVPVEEQR--GDYDLNAVRLCFQVTVRDPAGR--PRRLPPVLSHPIFDNRAPNTAELKICRVNRNS     

30 Piliocolobus    100.0%  98.7%     QAITQRIQTNNNPFQVPIEEQR--GDYDLNAVRLCFQVTVRDPSGR--PLRLPPVLSHPIFDNRAPNTAELKICRVNRNS     

31 Rattus           99.1%  88.8%     QAISQRIQTNNNPFQVPIEEQR--GDYDLNAVRLCFQVTVRDPSGR--PLRLTPVLSHPIFDNRAPNTAELKICRVNRNS     

32 Rhinopithecus   100.0%  98.4%     QAITQRIQTNNNPFQVPIEEQR--GDYDLNAVRLCFQVTVRDPSGR--PLCLPPVLSHPIFDNRAPNTAELKICRVNRNS     

33 Scleropages      94.9%  37.8%     EAIACRLQTLNNPFNVPEADIW-SEEYDLNTVRLCFQASILLQSGE--RYSLEPVVSQPIYDNRAPNTAELKICRVNRNS     

34 Sus              97.5%  87.1%     QAINQRIQTNNNPFQVPIEEQR--GDYDLNAVRLCFQVTVRDPAGR--PLRLPPVLSHPIFDNRAPNTAELKICRVNRNS     

35 Xenopus          91.8%  49.0%     DAIAHRIRTNNNPFNVPPEELK--SDYDLNTVCLCFQVFIPDRA-AGQVVPLPFVVSQPIYDNRAPNTAELKICRVNRNS     

   consensus/100%                    tAlttR.ph.s....hs.tp.h...phDLssVpLCFQs.h...t.......L..slSpPIaDp+A...u-LhICRlspsS     

   consensus/90%                     pAlspRlpTpNNPFpVP.pc.h..u-YDLNuVRLCFQVhlptsuGt...h.LsPVlSpPIaDNRAPNTAELKICRVNRNS     

   consensus/80%                     pAIsQRIQTNNNPFpVPlEEp+..GDYDLNAVRLCFQVoVcDPuGc..shtLsPVLSpPIaDNRAPNTAELKICRVNRNS     

   consensus/70%                     QAIoQRIQTNNNPFQVPlEEQR..GDYDLNAVRLCFQVTVRDPuGR..PLRLsPVLSHPIFDNRAPNTAELKICRVNRNS     

  

                     cov    pid 401          .         .         .         .         :         .         .         . 480 

 Numeración de prolinas (p65 humana)                           231                           255,6 260 265       275 

 1 Homo            100.0% 100.0%     GSCLGGDEIFLLCDKVQKEDIEVYFTGP-----GWEA-RGSFSQADVHRQVAIVFRTPPYADPSLQAPVRVSMQLRRPSD     

 2 Alligator        95.8%  49.2%     GSCRGGEEIFLLCDKVQKEDIEVRFFRD-----TWEA-RGSFSQADVHRQVAIVFKTPPYADQALREPVTVHMQLRRPSD     

 3 Aotus            92.9%  96.3%     GSCLGGDEIFLLCDKVQKEDIEVYFTGP-----GWEA-RGSFSQADVHRQVAIVFRTPPYADPSLQAPVRVFMQLRRPSD     

 4 Camelus          97.5%  87.3%     GSCLGGDEIFLLCDKVQKEDIEVYFTGP-----GWEA-RGSFSQADVHRQVAIVFRTPPYADPSLQAPVRVSMQLRRPSD     

 5 Canis            96.6%  88.2%     GSCLGGDEIFLLCDKVQKEDIEVYFTGP-----GWEA-RGSFSQADVHRQVAIVFRTPPYADPSLQAPVRVTMQLRRPSD     

 6 Castor           97.6%  84.1%     GSCLGGDEIFLLCDKVQKEDIEVYFTGP-----GWEA-RGSFSQADVHRQVAIVFRTPPYADPGLQAPVRVSMQLRRPSD     

 7 Cercocebus       99.8%  98.2%     GSCLGGDEIFLLCDKVQKEDIEVYFTGP-----GWEA-RGSFSQADVHRQVAIVFRTPPYADPSLQAPVRVSMQLRRPSD     

 8 Cervus           98.5%  87.1%     GSCLGGDEIFLLCDKVQKEDIEVYFTGP-----GWEA-RGSFSQADVHRQVAIVFRTPPYADPSLQAPVRVSMQLRRPSD     

 9 Coturnix         59.2%  55.8%     GSCQGGDEIFLLCDKVQKEDIEVRFWSD-----GWEA-KGSFAAADVHRQVAIVFRTPPFRERSLLHPVTVRMELQRPSD     

10 Danio            75.9%  45.7%     GSCRGGDEIFLLCDKVQKEDIEVRFFLD-----SWES-KGSFSQADVHRQVAIVFRTPPYCDTNLTEPLRVKMQLRRPSD     

11 Delphinapterus   97.5%  85.4%     GSCLGGDEIFLLCDKVQKEDIEVYFTGP-----GWEA-RGSFSQADVHRQVAIVFRTPPYADPSLQAPVRVSMQLRRPSD     

12 Desmodus         97.3%  86.7%     GSCLGGDEIFLLCDKVQKEDIEVYFTGP-----GWEA-RGSFSQADVHRQVAIVFRTPPYADSSLQAPVRVSMHLRRPSD     

13 Drosophila       92.2%  23.3%     ATVFGNTQIILLCEKVAKEDISVRFFEEKNGQSVWEA-FGDFQHTDVHKQTAITFKTPRYHTLDITEPAKVFIQLRRPSD     

14 Enhydra          95.5%  86.1%     GSCLGGDEIFLLCDKVQKEDIEVYFTGP-----GWEA-RGSFSQADVHRQVAIVFRTPPYADPSLQAPVRVSMQLRRPSD     

15 Equus            97.5%  87.6%     GSCLGGDEIFLLCDKVQKEDIEVYFTGP-----GWEA-RGSFSQADVHRQVAIVFRTPPYADPSLQAPVRVSMQLRRPSD     

16 Felis            97.8%  89.1%     GSCLGGDEIFLLCDKVQKEDIEVYFTGP-----GWEA-RGSFSQADVHRQVAIVFRTPPYADPSLQAPVRVSMQLRRPSD     

17 Galeopterus      98.2%  71.7%     GSCLGGDEIFLLCDKVQKEDIEVYFTGP-----GWEA-RGSFSQADVHRQVAIVFRTPPYADPSLQAPVRVSMQLRRPSD     

18 Lonchura         78.0%  46.1%     GSCRGGDEIFLLCDKVQKEDIEVRFSAE-----GWEA-KGSFAQADVHRQVAIVFRTPPFRDPALRAPVTVRMELQRPSD     

19 Loxodonta       100.0%  84.9%     GSCLGGDEIFLLCDKVQKEDIEVCFTGP-----GWEA-RGSFSQADVHRQVAIVFRTPPYADPSLQAPVRVSMQLRRPSD     

20 Macaca           99.5%  98.2%     GSCLGGDEIFLLCDKVQKEDIEVYFTGP-----GWEA-RGSFSQADVHRQVAIVFRTPPYADPSLQAPVRVSMQLRRPSD     

21 Manis            97.3%  85.6%     GSCLGGDEIFLLCDKVQKEDIEVYFTGP-----GWEA-RGSFSQADVHRQVAIVFRTPPYADPGLQAPVRVSMQLRRPSD     

22 Microcebus       99.6%  92.2%     GSCLGGDEIFLLCDKVQKEDIEVYFTGP-----GWEA-RGSFSQADVHRQVAIVFRTPPYADPSLQAPVRVSMQLRRPSD     

23 Odocoileus       98.5%  86.9%     GSCLGGDEIFLLCDKVQKEDIEVYFTGP-----GWEA-RGSFSQADVHRQVAIVFRTPPYADPSLQAPVRVSMQLRRPSD     

24 Oncorhynchus     88.7%  37.4%     GSCIGGDEIFLLCDKVQKEDIEVRFFQG-----SWEG-KGTFSQADVHRQVAIVFCTPPYCDTNLTEPIRVKMQLRRPSD     

25 Ornithorhynchus  48.1%  78.4%     GSCLGGDEIFLLCDKVQKEDIEVCFSGQ-----RLGGPEALFSQADVHRQVAIVFRTPPYAEPALQAPVRVLMQLRRPSG     

26 Orycteropus      98.0%  90.1%     GSCLGGDEIFLLCDKVQKEDIEVCFTGP-----GWEA-RGSFSQADVHRQVAIVFRTPPYADPSLQAPVRVSMQLRRPSD     

27 Otolemur         99.6%  92.2%     GSCLGGDEIFLLCDKVQKEDIEVYFTGP-----GWEA-RGSFSQADVHRQVAIVFRTPPYVDPSLQAPVRVSMQLRRPSD     

28 Pan             100.0%  99.8%     GSCLGGDEIFLLCDKVQKEDIEVYFTGP-----GWEA-RGSFSQADVHRQVAIVFRTPPYADPSLQAPVRVSMQLRRPSD     

29 Physeter         97.5%  81.4%     GSCLGGDEIFLLCDKVQKEDIEVYFTGP-----GWEA-RGSFSQADVHRQVAIVFRTPPYADSSLQAPVRVSMQLRRPSD     

30 Piliocolobus    100.0%  98.7%     GSCLGGDEIFLLCDKVQKEDIEVYFTGP-----GWEA-RGSFSQADVHRQVAIVFRTPPYADPSLQAPVRVSMQLRRPSD     

31 Rattus           99.1%  88.8%     GSCLGGDEIFLLCDKVQKEDIEVYFTGP-----GWEA-RGSFSQADVHRQVAIVFRTPPYADPSLQAPVRVSMQLRRPSD     

32 Rhinopithecus   100.0%  98.4%     GSCLGGDEIFLLCDKVQKEDIEVYFTGP-----GWEA-RGSFSQADVHRQVAIVFRTPPYADPSLQAPVRVSMQLRRPSD     

33 Scleropages      94.9%  37.8%     GSCRGGDEIFLLCDKVQKEDIEVRFFRD-----SWED-KGSFSQADVHRQVAIVFRTPAYNNTNLNEPVQVKMQLRRPSD     

34 Sus              97.5%  87.1%     GSCLGGDEIFLLCDKVQKEDIEVYFTGP-----GWEA-RGSFSQADVHRQVAIVFRTPPYADPSLQAPVRVSMQLRRPSD     

35 Xenopus          91.8%  49.0%     GSCMGGDEIFLLCDKVQK-DIEVLFVLG-----NWEA-RGIFSQADVHRQVAIVFRTPAFHDTKIRQSVKVQMQLRRPSD     

   consensus/100%                    uos.GsppIhLLC-KVtK.DIpVhF.........hts..u.FttsDVH+QsAIsFpTP.a.p.tl.tshpV.hpLpRPSs     

   consensus/90%                     GSChGGDEIFLLCDKVQKEDIEVhFhts.....sWEu.+GoFSQADVHRQVAIVFRTPPYt-ssLptPVpVpMQLRRPSD     

   consensus/80%                     GSClGGDEIFLLCDKVQKEDIEVhFous.....GWEA.RGSFSQADVHRQVAIVFRTPPYsDsuLpAPVRVpMQLRRPSD     

   consensus/70%                     GSCLGGDEIFLLCDKVQKEDIEVhFTGP.....GWEA.RGSFSQADVHRQVAIVFRTPPYADPSLQAPVRVoMQLRRPSD     

 

                      cov    pid 481          .         5         .         .         .         .         :         . 560 

Numeración de prolinas (p65 humana)      283    290                        316 320,2,4-6     334                342,4 

 1 Homo            100.0% 100.0%     RELSEPMEFQYLPDTDDRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFSGPTDPRP-PPRRIAVPSR----SS-------ASVPKPA     

 2 Alligator        95.8%  49.2%     REVSEPMEFRYLPEEGDFHCIEEKRKRTRDTFKSFVQKTPFAAAVSQEPRHPRRIAVPAR----PA-------MGAPKPS     

 3 Aotus            92.9%  96.3%     RELSEPMEFQYLPDTDDRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFSGPTDPRP-PPRRIAVPSR----SS-------ASIPKPA     

 4 Camelus          97.5%  87.3%     RELSEPMEFQYLPDTDDRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFNGPTDPRP-PTRRIAVPSR----SS-------ASIPKPA     

 5 Canis            96.6%  88.2%     RELSEPMEFQYLPDTDDRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFNGPTDPRP-PPRRIAVPSR----ST-------TSVPKPA     

 6 Castor           97.6%  84.1%     RELSEPMEFQYLPDTDDRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFNGPTDPRP-PSRRIAVPSR----SS-------ASIPKPA     

 7 Cercocebus       99.8%  98.2%     RELSEPMEFQYLPDTDDRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFSGPTDPRP-PPRRIAVPSR----NS--------AVPKPA     

 8 Cervus           98.5%  87.1%     RELSEPMEFQYLPDTDDRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFNGPTDPRP-PTRRIAVPNR----SS-------ASIPKPA     
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 9 Coturnix         59.2%  55.8%     RQRSPPLDFRYLPHQGKEKRGGHP-------YIA---------PLGSCWEHDVTMGSP---------------TQPWGP-     

10 Danio            75.9%  45.7%     REVSEPMDFQYLPSDPDEHRLMEKRKRTEGMLHNLKLSSIITGSSMSAERRPFPTAKRTLPVSKQP-------VAASAPA     

11 Delphinapterus   97.5%  85.4%     RELSEPMEFQYLPDTDDRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFNGPTDHRP-PTRRIAVPSR----SS-------TSVPKPP     

12 Desmodus         97.3%  86.7%     RELSEPMEFQYLPDTDDRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFNGPTDPRP-PPRRIAVPSR----SS-------TSIPKPA     

13 Drosophila       92.2%  23.3%     GVTSEALPFEYVPMDSDPAHLRRKRQKTGGDPMHLLLQQQQKQQLQNDHQDGRQTNMNCWNTQNIPPIKTEPRDTSPQPF     

14 Enhydra          95.5%  86.1%     RELSEPMEFQYLPDTDDRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFNGPTDPRP-PPRRIAVPSR----ST-------TSVPKPA     

15 Equus            97.5%  87.6%     RELSEPMEFQYLPDTDDRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFNGPTDPRP-PPRRIAVPAR----SS-------ASVPKPA     

16 Felis            97.8%  89.1%     RELSEPMEFQYLPDTDDRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFNGPTDPRP-PPRRIAVPSR----SS-------AAVPKPA     

17 Galeopterus      98.2%  71.7%     RELSEPMEFQYLPDTDDRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFNGPTDPRP-PSRRIAVPSR----SS-------TSVPKPA     

18 Lonchura         78.0%  46.1%     RQRSAPLDFRYLPHQGDLQCIEEKRKRTRETFRSFIQRSPLPAPASGESRPPRRLAVPSR----PP-------PAPQNPP     

19 Loxodonta       100.0%  84.9%     RELSEPMEFQYLPDTDDRHRIEEKRKRTYETFRSIMKKSPFNGPTDPRP-PARRIAVPSR----SS-------ASIPKPA     

20 Macaca           99.5%  98.2%     RELSEPMEFQYLPDTDDRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFSGPTDPRP-PPRRIAVPSR----SS--------VVPKPA     

21 Manis            97.3%  85.6%     RELSEPMEFQYLPDTDDRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFNGPTDPRP-PPRRIAVPSR----SS-------TSVPKPA     

22 Microcebus       99.6%  92.2%     RELSEPMEFQYLPDTDDRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFSGPTDPRP-PPRRIAVPSR----ST-------TSIPKPA     

23 Odocoileus       98.5%  86.9%     RELSEPMEFQYLPDTDDRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFNGPTDPRP-PTRRIAVPNR----GS-------ASIPKPA     

24 Oncorhynchus     88.7%  37.4%     REVSEPMDFQFLPSDPDEYRLMEKRKRTEGMLQNLKLGSLMSG-TMPAETRPFNIARRTVTAKPA----------ASQPV     

25 Ornithorhynchus  48.1%  78.4%     RELSEPMEFQYLPDPDDRHRIEEKRKRTYDAFKSIVKKSPFSAGTADSR-S-----------------------------     

26 Orycteropus      98.0%  90.1%     RELSEPMEFQYLPDTDDRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFNGPTDPRP-PPRRIAVPSR----SA-------ASVPKPA     

27 Otolemur         99.6%  92.2%     RELSEPMEFQYLPDTDDRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFSGPTDPRP-PPRRIAVPSR----ST-------TSVPKPA     

28 Pan             100.0%  99.8%     RELSEPMEFQYLPDTDDRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFSGPTDPRP-PPRRIAVPSR----SS-------ASVPKPA     

29 Physeter         97.5%  81.4%     RELSEPMEFQYLPDTDDRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFNGPTDHRP-PTRRIAVPSR----SS-------ASVPKPA     

30 Piliocolobus    100.0%  98.7%     RELSEPMEFQYLPDTDDRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFSGPTDPRP-PPRRIAVPSR----SS-------ASVPKPA     

31 Rattus           99.1%  88.8%     RELSEPMEFQYLPDTDDRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFNGPTEPRP-PPRRIAVPSR----GP-------TSVPKPA     

32 Rhinopithecus   100.0%  98.4%     RELSEPMEFQYLPDTDDRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFSGPTDPRP-PPRRIAVPSR----SS-------ASVPKPA     

33 Scleropages      94.9%  37.8%     GEVSEPMDFHYLPAEPDEYRLMEKRKRTEGMFQNLKLGPIMSTGSTTGERRPFTTAKRTVTVSKPS-------TVMVPPV     

34 Sus              97.5%  87.1%     RELSEPMEFQYLPDTDDRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFNGPTDPRP-ATRRIAVPSR----SS-------ASVPKPA     

35 Xenopus          91.8%  49.0%     KEVSEPMEFQYLPDEVDPHHIDEKRKRTLDSFKHYVKN-PFAGGE---TRTPRRIAVPNR----IV-------PTKSEPI     

   consensus/100%                    t.hS.sh.FpalP..sc..ph.c..........t..............................................     

   consensus/90%                     RElSEPM-FpYLPppsD.a+ltEKRKRT.thapshhhps.hsusst.t...shphAh.sh.....s........s.stP.     

   consensus/80%                     RElSEPMEFQYLPDssDcHRIEEKRKRTh-TFKSlhKKSPFsGPTsscs.ssRRIAVPsR....ss.......suhPcPs     

   consensus/70%                     RELSEPMEFQYLPDTDDRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFsGPTDPRP.PsRRIAVPoR....uo.......solPKPA     

    

                   cov    pid 561          .         .         .         6         .         .         .         . 640 

Numeración de prolinas (p65 humana) 346,8,350         364  369            381,3,4 

 1 Homo            100.0% 100.0%     PQPYPFTSSLSTINYDEFPTMVFPSG--QISQA-SA-LAPAPP-----------------------------------QV     

 2 Alligator        95.8%  49.2%     SAQ----PGPS-----------------VLPGM-GGAPAPLPQPQ--LKP-------------PSAFP----------FA     

 3 Aotus            92.9%  96.3%     PQPYPFTSSLSTINYDEFPTMVFPSE--QISQA-SA-LAPAPP-----------------------------------QV     

 4 Camelus          97.5%  87.3%     PQPYPFTPSLSTINFEEFSPMVFPSG--QIPSQ-TSALAPAPAP----VL-------------AQTSAPAP----APAMA     

 5 Canis            96.6%  88.2%     PQSYPFTPSLSTINFEEFSPMVFSSG--QISSQ-TSALASAPAPA--PIL-------------APA--------------     

 6 Castor           97.6%  84.1%     PQPYAFTPSLSTINFDEFTPMVLPAG--QIPSQ-ASALAPAPAPV--LA-------------------------------     

 7 Cercocebus       99.8%  98.2%     PQPYPFTSSLSTINYDEFPTMVFPSG--QISQA-SA-LASAPP-----------------------------------QV     

 8 Cervus           98.5%  87.1%     PQPYSFTPSLSTINFEEFSPMVFPSG--QIPSQ-TSALAPAPNP----VL-------------TQTPVLAP----APGMA     

 9 Coturnix         59.2%  55.8%     -------------KSNYG-------V--LNPTM-GS--------------------------------------------     

10 Danio            75.9%  45.7%     SVP-----AVSAAPPLKPPPTSF-FS--PPPGQLFTQQKMEPSPL--PAS-------------S----SDIWKYLQAMSV     

11 Delphinapterus   97.5%  85.4%     PQPYPFTPSLSTINFEEFSPMVFPSG--QIPSQ-TSALAPAPAL----VL-------------AQA--PAP----APAMA     

12 Desmodus         97.3%  86.7%     PQPYPFTPSLSTINFEEFSPMVF-SG--QIPSQ-TSALAPAPAP----IL-------------AQAPA--P----APSMA     

13 Drosophila       92.2%  23.3%     GLSYRAPPELTPSPQPLSPSSNYNHNSTPSPYNMASAVTPTNGQQQLMSPNHPQQQQQQQQYGATDLGSNYNPFAQQVLA     

14 Enhydra          95.5%  86.1%     PQPYPFTPSLSTINFEEFSPMVFPSG--QIPNQ-TPALAPAPAP----IL-------------APVPAPAP----APAPI     

15 Equus            97.5%  87.6%     PQPYPFTPSLSTINFEEFSPMVFPSG--TIPSQ-TSALAPAPAP----VL-------------AQA--PAP----APAMA     

16 Felis            97.8%  89.1%     PQPYPFTPSLSTINFEEFSPMVFPSG--QIPSQ-TPALAPAPAP----IL-------------APAPASVP----APAPV     

17 Galeopterus      98.2%  71.7%     PQPYPFTPSLSTINFDEYSPMVYSSG--HIPSQ-ASGLAPAPVLA-----------------------------------     

18 Lonchura         78.0%  46.1%     SAV----PSPPAPSFSFG-------G--PGGLL-GGPAPPEPE-------------------------------------     

19 Loxodonta       100.0%  84.9%     PQPYPFTPSLSTINFEEFPPMIFSSG--QIPSQ-APAPVLAPAPA--PAP-------------AMASTLAPVPASTPAMA     

20 Macaca           99.5%  98.2%     PQPYPFTSSLSTINYDEFPTMVFPSG--QITQA-SA-L--APP-----------------------------------QV     

21 Manis            97.3%  85.6%     TQPYPFTPSLSTINFEEFSPMVFPSG--QIPSQ-TSALAPAPAP----VL-------------AQAPA--P----APAMV     

22 Microcebus       99.6%  92.2%     PQPYPFTSSLSTINFDEFSPMVFPSG--QIPSQ-ASALAPA-------------------------------------PT     

23 Odocoileus       98.5%  86.9%     PQPYSFTPSLSTINFEEFSPMVFPSG--QIPSQ-TSALAPAPNP----VL-------------TQTPVLAP----TPGMA     

24 Oncorhynchus     88.7%  37.4%     MNP-----VVPPSAFSVKPQPYY-NG--PQPGKLFQTQPKAE--A--SST-------------A----AETWKFLNSLTL     

25 Ornithorhynchus  48.1%  78.4%     --------------------------------------------------------------------------------     

26 Orycteropus      98.0%  90.1%     PQPYPFTPSLSTINFEEFSPMMFSSG--QMPSQ-APAPVLAQAP------------------------------------     

27 Otolemur         99.6%  92.2%     SQPYPFTPSLSTINFDEFPPMVFPSG--QIASQ-ASALAPA-------------------------------------PT     

28 Pan             100.0%  99.8%     PQPYPFTSSLSTINYDEFPTMVFPSG--QISQA-SA-LAPAPP-----------------------------------QV     

29 Physeter         97.5%  81.4%     PQPYPFTPSLSTINFEEFSPMVFPSG--QIPSQ-TSALAPAPAL----VL-------------AQA--PAP----APAMA     

30 Piliocolobus    100.0%  98.7%     PQPYPFTSSLSTINYDEFPTMVFPSG--QISQA-SA-LASAPP-----------------------------------QV     

31 Rattus           99.1%  88.8%     PQPYAFSTSLSTINFDEFSPMVLPPG--QISNQ-ALALAPSSAPV-----------------------------------     

32 Rhinopithecus   100.0%  98.4%     PQPYPFTSPLSTINYDEFPTMVFPSG--QIRQA-SA-LASAPP-----------------------------------QV     

33 Scleropages      94.9%  37.8%     N-A-----VVPMVSNSQIKPEQI-FG--PQPGQLFSQPKPVA-------T-------------T----SNTWFQPQ----     

34 Sus              97.5%  87.1%     PQPYPFTPSLSTINFDEFTPMAFASG--QIPGQ-TSALAPAPAP----VL-------------VQAPAPAP----APAMA     

35 Xenopus          91.8%  49.0%     TASI--RPSPSVPN-----P--------MVPSL-S-------------------------------F-------------     

   consensus/100%                    ................................................................................     

   consensus/90%                     s.s.....s.s..s................st................................................     

   consensus/80%                     stsh...sulSshsapphss..h..G...hstt.ss..s.ss......................................     

   consensus/70%                     sQPYsFTsSLSTINa-EFssMsasuG..pIsst.su.lssAPs....................................h     

 

                      cov    pid 641          :         .         .         .         .         7         .         . 720 

Numeración de prolinas (p65 humana) 388 391,3,5,7         407,9,11,15,7,8 423,4,6,8 

 1 Homo            100.0% 100.0%     LPQAPAPAPAPAMVSAL--AQAPAPVPVLAPGPPQA--VAPPAPKPTQAGEGTLSEA-----------------------     

 2 Alligator        95.8%  49.2%     AAVPRGPPPLQALPPASMAAMGPPPVNTFSTVNLEEFSSLGLSPRPPGEAETHLADA-----------------------     

 3 Aotus            92.9%  96.3%     LPQAPAPAPAPPMVSAL--AQAPA--------PPQT--MAPPAPKPTQAGEGTLSEA-----------------------     

 4 Camelus          97.5%  87.3%     SALAQAPAPV----------------PVLAPGLAQA--VAPPAPKTNQAGEGTLTEA-----------------------     

 5 Canis            96.6%  88.2%     ---------P----------PAPAPAPILAPGLAQA--MAPPAPKTTQAGEGTLTEA-----------------------     

 6 Castor           97.6%  84.1%     ----QT------LIPAQ--AMAPAPVPVLAPGPSQA--VAPPAPKTTQPGEGTLSEA-----------------------     

 7 Cercocebus       99.8%  98.2%     LPQAPAPAPASAMVSTL--AQAPVPVPVLAPGPPQA--VAPPAPKPTQAGEGTLSEA-----------------------     

 8 Cervus           98.5%  87.1%     STPAPAPAPG----------MASTLAQALAPGLAQA--VTPPAPKTNQTGEGTLTEA-----------------------     

 9 Coturnix         59.2%  55.8%     --------------------------------------------------------------------------------     

10 Danio            75.9%  45.7%     DSQPKAVPVL---------------------------------PFPSGTVSTGRD-ARL---------------------     

11 Delphinapterus   97.5%  85.4%     SALAQAPAPG----------------PVLAPGLAQA--VTPPAPKTNPAGEGTLTEA-----------------------     
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12 Desmodus         97.3%  86.7%     STLVQASAP----------------VPVLASGLAQA--MAPPVPKPTQAGEGTLTEA-----------------------     

13 Drosophila       92.2%  23.3%     QQQQHQQQQQQHQHQHQQQH-----QQQQQQQQQQQQQSLQFHANPFGNPGGNSWESKFSAAAVAAAAATATGAAPANGN     

14 Enhydra          95.5%  86.1%     ---------------------------LAPPGLAQA--VVPPAPKTAQAGEGTLSEA-----------------------     

15 Equus            97.5%  87.6%     SALAQAPAPV----------------PVLAAGLAQA--VAPPAPRTTQAGEGTLTEA-----------------------     

16 Felis            97.8%  89.1%     P----APAPA----------PAPAPAPILAPGLAQA--VVPPAPKTTQAGEGTLTEA-----------------------     

17 Galeopterus      98.2%  71.7%     ----QTPAP----GPVL--AQVPTPAPVLASGPPQA--VAPPATKNPQAGEGTLSEA-----------------------     

18 Lonchura         78.0%  46.1%     ----------------------------------------------------PLAE-A----------------------     

19 Loxodonta       100.0%  84.9%     SALAPAPAPAPAMASAL--AQAPTPGPVLAPSPAQA--VGPPAPKTAQAGEGTLTEA-----------------------     

20 Macaca           99.5%  98.2%     LPQAPAPAPAPAMVSPL--AQAPVPVPVLAPGPPQA--VAPPAPKPTQAGEGTLSEA-----------------------     

21 Manis            97.3%  85.6%     SALAQAPAPG----------------PVLAPGLTQA--VAPPAPKTTQAGEGTLTEA-----------------------     

22 Microcebus       99.6%  92.2%     QVLSHTPAPTSAMASAL--AQAPAPVQVLAPGPLQA--VAPPAPKPTQAGEGTLTEA-----------------------     

23 Odocoileus       98.5%  86.9%     STPAPAPAPG----------MASTLAQALAPGLAQA--VTPPAPKTNQTGEGTLTEA-----------------------     

24 Oncorhynchus     88.7%  37.4%     DSQPKATPVASFTTNPQASAATAASSQAFSTVNLLDFNGFAFHNFACPQEPVSAAPT--------------------PEP     

25 Ornithorhynchus  48.1%  78.4%     --------------------------------------------------------------------------------     

26 Orycteropus      98.0%  90.1%     ---------APAMASAL--AQAPAPVPVLAPGPAQA--VAPPAPKATQAGEGTLTEA-----------------------     

27 Otolemur         99.6%  92.2%     PVLAQVPAPAPAMVSAL--AQAPTPVPVLAPGPPQA--IAPPAPKPTQAGDGTLTEA-----------------------     

28 Pan             100.0%  99.8%     LPQAPAPAPAPAMVSAL--AQAPAPVPVLAPGPPQA--VAPPAPKPTQAGEGTLSEA-----------------------     

29 Physeter         97.5%  81.4%     SALAQAPAPG----------------PVLAPGLAQA--VTPPAPKTNPAGEGTLTEA-----------------------     

30 Piliocolobus    100.0%  98.7%     LPQAPAPAPAPAMVSAL--AQAPAPVPVLAPGPPQA--MVPPAPKPTQAGEGTLSEA-----------------------     

31 Rattus           99.1%  88.8%     --LAQTMVPSSAMVPSL--AQPPAPVPVLAPGPPQS--LSAPVPKSTQAGEGTLSEA-----------------------     

32 Rhinopithecus   100.0%  98.4%     LPQAPAPAPAPAMVSAL--AQAPAPVPVLAPGPPQA--MVPPAPKPTQAGEGTLSEA-----------------------     

33 Scleropages      94.9%  37.8%     ---PKATAATNFPPTVS----APSQSQDYSTVNLSDLYGYNFSPFPAAKEQGAKADNRFGSSTAS---VVPTEAPPAAES     

34 Sus              97.5%  87.1%     SALAQAPAPV----------------PVLAPGLAQA--VAPPAPKTNQAGEGTLTEA-----------------------     

35 Xenopus          91.8%  49.0%     ------------SMPVLKVDSVTSASTRLSTVNISDFSNLGFSSQPPPQSDPDRIESF----------------------     

   consensus/100%                    ................................................................................     

   consensus/90%                     ...........................................s.s.....ssh..s.......................     

   consensus/80%                     ...........................hhuss..ps..hhs.sPpsstsu-GsLsEA.......................     

   consensus/70%                     .....ssss..................sLusu.sQu..hsPPuPKsstsGEGTLoEA.......................     

 

                      cov    pid 721          .         .         :         .         .         .         .         8 800 

Numeración de prolinas (p65 humana)                                         460                    483 

 1 Homo            100.0% 100.0%     -----LLQLQFD-DE------------DL--GALLGNSTDPAVFTDLASVDNSEFQQLLNQGIP------------VA--     

 2 Alligator        95.8%  49.2%     -----LLQLQFEGNA------------DGPGGLDLDALVDDVTYTSLEAINTAEFRQLLQGQPG-----------GGT--     

 3 Aotus            92.9%  96.3%     -----LLQLQFD-DE------------DL--GALLGNSTDPAVFTDLASVDNSEFQQLMNQSLP------------VA--     

 4 Camelus          97.5%  87.3%     -----LLQLQFDADE------------DL--GALLGNNNDTAVFTDLASVDNSEFQQLLTQGVP------------IA--     

 5 Canis            96.6%  88.2%     -----LLQLQFDADE------------DL--GALLGNSADPAVFTDLASVDNSEFQQLLNQGVS------------VA--     

 6 Castor           97.6%  84.1%     -----LLHLQFDADE------------DL--GALLGNSTDPAVFTDLASVDNSEFQQLLNQGVS------------MP--     

 7 Cercocebus       99.8%  98.2%     -----LLQLQFD-DE------------DL--GALLGNSTDPTVFTDLASVDNSEFQQLLNQGVP------------VA--     

 8 Cervus           98.5%  87.1%     -----LLQLQFDTDE------------DL--GALLGNNTDPAVFTDLASVDNSEFQQLLNQGVP------------MG--     

 9 Coturnix         59.2%  55.8%     --------------------------------------------------------------------------------     

10 Danio            75.9%  45.7%     ------ITA-ARGEN--------TVLHPYTLH-YTH-LTHV-----LLLV------------------------------     

11 Delphinapterus   97.5%  85.4%     -----LLQLQFDADE------------DL--GALLGSSTDPAVFTDLASVDNSEFQQLLNQGVP------------LA--     

12 Desmodus         97.3%  86.7%     -----LLQLQFDADE------------DL--GSLLGNSTDPAVFTDLASVDNSEFQQLLNQGVP------------MA--     

13 Drosophila       92.2%  23.3%     SNNLSNLNNPFTMHNLLTSGGGPGNANNLQWN-----LT----TNHLHNQHTLHQQQQLQQQQQQ-----QY-----DNT     

14 Enhydra          95.5%  86.1%     -----LLQLQFDADE------------DL--GALLGSSADPAVFTDLACVDNSEFQQLLNQGVS------------AA--     

15 Equus            97.5%  87.6%     -----LLQLQFDADE------------DL--GALLGNNTDPAVFTDLASVDNSEFQQLLNQGVS------------MA--     

16 Felis            97.8%  89.1%     -----LLHLQFDADE------------DL--GALLGNSADPAVFTDLASVDNSEFQQLLNQGVS------------VA--     

17 Galeopterus      98.2%  71.7%     -----LLQLQFDADE------------DL--GALLGNSTDPTVFTDLASVDNSEFQQLLNQGVS------------MA--     

18 Lonchura         78.0%  46.1%     -----LLQLQFEEGSPQ--LGGSGTAPPLDLGALLGGG--DSPFPALDPLNACEVQRLLGPPEPPPS----FGDPSPDFG     

19 Loxodonta       100.0%  84.9%     -----LLQLQFDADE------------DL--GALLGHSTDPAVFTDLASVDNSEFQQLLNQGVS------------MA--     

20 Macaca           99.5%  98.2%     -----LLQLQFD-DE------------DL--GALLGNSTDPTVFTDLASVDNSEFQQLLNQGVP------------VA--     

21 Manis            97.3%  85.6%     -----LLQLQFD-DE------------DL--GALLGNSTDPTVFTDLASVDNSEFQQLLNQS-S------------VA--     

22 Microcebus       99.6%  92.2%     -----LLQLQFDADE------------DL--GALLGNSTDPAVFTDLASVDNSEFQQLLNQGVS------------MA--     

23 Odocoileus       98.5%  86.9%     -----LLQLQFDTDE------------DL--GALLGNNTDPAVFTDLASVDNSEFQQLLNQGVP------------MG--     

24 Oncorhynchus     88.7%  37.4%     TSTFG-----V-QGS--------QFKVDEELP-EFPSFSEAQAPGTLDSINIEEFQAMLGQSCLA-----GEGPKSSEAS     

25 Ornithorhynchus  48.1%  78.4%     --------------------------------------------------------------------------------     

26 Orycteropus      98.0%  90.1%     -----LLQLQFDADE------------DL--GALLGSSTDPAVFTDLASVDNSEFQQLLNQGVS------------MA--     

27 Otolemur         99.6%  92.2%     -----LLQLQFDADE------------DL--GALLGSNTDPTVFTDLASVDNSEFQQLLNQGVS------------MA--     

28 Pan             100.0%  99.8%     -----LLQLQFD-DE------------DL--GALLGNSTDPAVFTDLASVDNSEFQQLLNQGIP------------VA--     

29 Physeter         97.5%  81.4%     -----LLQLQFDADE------------DL--GALLGNSTDPAVFTDLASVDNSEFQQLLNQGVT------------MA--     

30 Piliocolobus    100.0%  98.7%     -----LLQLQFD-DE------------DL--GALLGNSTDPTVFTDLASVDNSEFQQLLNQGVP------------VA--     

31 Rattus           99.1%  88.8%     -----LLHLQFDADE------------DL--GALLGNNTDPGVFTDLASVDNSEFQQLLNQGVA------------MS--     

32 Rhinopithecus   100.0%  98.4%     -----LLQLQFD-DE------------DL--GALLGNSTDPTVFTDLASVDNSEFQQLLNQGIP------------VA--     

33 Scleropages      94.9%  37.8%     SNTSTLLEAQLRAEP--------T-LCDVELH-DFHSFSEVHTSGTLDSINTEDFQALLGQTGDSAGTVPGLGPSTSTHN     

34 Sus              97.5%  87.1%     -----LLQLQFDTDE------------DL--GALLGNNTDPTVFTDLASVDNSEFQQLLNQGVS------------MP--     

35 Xenopus          91.8%  49.0%     -----LNYPSFSGDA------------NLDLVEMLPN-DTESRCTSLSSIDNSDFSQLLSESQT-----------SGTLS     

   consensus/100%                    ................................................................................     

   consensus/90%                     ..........hp.tt............sh.....h...s.....stLtslp..c.pt.ht....................     

   consensus/80%                     .....LLpLQF-.-p............DL..GthLss.s-sssaTsLsSlcsuEFQQLLsQu.s............hs..     

   consensus/70%                     .....LLQLQFD.DE............DL..GALLGssoDPsVFTDLASVDNSEFQQLLNQuls............hs..     

 

                      cov    pid 801          .         .         .         .         :         .         .         . 880 

Numeración de prolinas (p65 humana)                        486        491   497         510,1,3,5,7 521,4  

 1 Homo            100.0% 100.0%     -----------------------P------HTTEPMLMEYPEAITRLVTGAQRPPDPAPAPLGAPGLPNG---LL---SG     

 2 Alligator        95.8%  49.2%     -----------------------T------EPGPPMLLSYPESITRLVNSQRGAPDGEDP--STSSFVNG---A----LG     

 3 Aotus            92.9%  96.3%     -----------------------T------HTTEPMLMEYPEAITRLVTGAQRPPDPAPAPLGAPGLPNG---LL---SG     

 4 Camelus          97.5%  87.3%     -----------------------P------HAAEPMLMEYPEAITRLVTGSQRPPDPAPTPLGASGLTNG---LL---SG     

 5 Canis            96.6%  88.2%     -----------------------P------HTAEPMLMEYPEAITRLVTGSQRPPDPVPAPVGASGLPNG---LL---SG     

 6 Castor           97.6%  84.1%     -----------------------H------PTAEPMLMEYPEAITRLVTGSQRPPDPAPTPLGVPGLPNG---L----SG     

 7 Cercocebus       99.8%  98.2%     -----------------------P------HTTEPMLMEYPEAITRLVTGAQRPPDPAPAPLGAPGLPNG---LL---SG     

 8 Cervus           98.5%  87.1%     -----------------------P------HTAEPMLMEYPEAITRLVTGSQRPPDPAPTPLGPPGLTNG---LL---SG     

 9 Coturnix         59.2%  55.8%     --------------------------------------------------------------------------------     

10 Danio            75.9%  45.7%     --------------------------------------------------------------------------------     

11 Delphinapterus   97.5%  85.4%     -----------------------P------HTAEPMLMEYPEAITRLVTGSQRPPDPAPTPLGASGLTNG---LL---SG     

12 Desmodus         97.3%  86.7%     -----------------------P------HTAEPMLMEYPEAITRLVTGSQRPPDPAPIPLGASGLPNG---LL---SG     

13 Drosophila       92.2%  23.3%     APTNNNANLNNNNNNNNTAGNQADN----NGPTLSNLLSFDSGQLVHI-----------------------------NSE     

14 Enhydra          95.5%  86.1%     -----------------------P------HIAEPMLMEYPEAITRLVTGSQRPPDPAPAPLGASGLPNG---LL---SG     
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15 Equus            97.5%  87.6%     -----------------------P------HTAEPMLMEYPEAITRLMSGSQRPPDPAPAPLGASGLPNG---LL---SG     

16 Felis            97.8%  89.1%     -----------------------P------HPAEPMLMEYPEAITRLVTGSQRPPDPAPAPLGASGLPNG---LL---SG     

17 Galeopterus      98.2%  71.7%     -----------------------P------HTAEPMLMEYPEAITRLVTGSQRPPDPAPAPLGASGLPNG---LL---SG     

18 Lonchura         78.0%  46.1%     ------------------AGVPEPPPPPPDFGGPPMLMSYPEAIARLVQSQPPGA---PPEMGLGAELAGGPELGGLGGP     

19 Loxodonta       100.0%  84.9%     -----------------------P------HAAEPMLMEYPEAITRLVTGSQRAPDPVPAPLGASGLANG---LL---SG     

20 Macaca           99.5%  98.2%     -----------------------P------HTTEPMLMEYPEAITRLVTGAQRPPDPAPAPLGAPGLPNG---LL---SG     

21 Manis            97.3%  85.6%     -----------------------P------HTAEPMLMEYPEAITRLVTGSQRPPDPAPTPLGASGLTNG---LI---SG     

22 Microcebus       99.6%  92.2%     -----------------------P------HTAEPMLMEYPESITRLVTGSQRPPDPAPNPLGASGIPNG---LL---SG     

23 Odocoileus       98.5%  86.9%     -----------------------P------HTAEPMLMEYPEAITRLVTGSQRPPDPAPTPLGPPGLTNG---LL---SG     

24 Oncorhynchus     88.7%  37.4%     APQAPCHLPSTNTVANNAAQNQADPANHHTGCGGSTWMNYPNSIVSLLQNEGMMDSSPG--------------NASQPAA     

25 Ornithorhynchus  48.1%  78.4%     --------------------------------------------------------------------------------     

26 Orycteropus      98.0%  90.1%     -----------------------P------HAAEPMLMEYPEAITRLVTGSQRPPDPAPTPLGASGLPNG---LL---SG     

27 Otolemur         99.6%  92.2%     -----------------------P------HTAEPMLMEYPESITRLVTGSQRAPDPAPTPLGTSGLPNG---LL---SG     

28 Pan             100.0%  99.8%     -----------------------P------HTTEPMLMEYPEAITRLVTGAQRPPDPAPAPLGAPGLPNG---LL---SG     

29 Physeter         97.5%  81.4%     -----------------------P------HTAEPMLMEYPEAITRLVTGSQRPPDPAPTPLGASGLTNG---LL---SG     

30 Piliocolobus    100.0%  98.7%     -----------------------P------HTTEPMLMEYPEAITRLVTGAQRPPDPAPAPLGAPGLPNG---LL---SG     

31 Rattus           99.1%  88.8%     -----------------------H------STAEPMLMEYPEAITRLVTGSQRPPDPAPATLGTSGLPNG---L----SG     

32 Rhinopithecus   100.0%  98.4%     -----------------------P------HTTEPMLMEYPEAITRLVTGAQRPPDPAPAPLGAPGLPNG---LL---SG     

33 Scleropages      94.9%  37.8%     -----------------------APDLSADQTSSSTWMTYPNSIINLLQNEGIMDNVPA--------------PS--FSA     

34 Sus              97.5%  87.1%     -----------------------P------HTAEPMLMEYPEAITRLVTGSQRPPDPAPTPLGASGLTNG---LL---SG     

35 Xenopus          91.8%  49.0%     ------------------AGLQEP------GTSQGTLMSYPDSIARLMSNRPIEDDGEER--IDSVLMNG---VFDMQQG     

   consensus/100%                    ................................................................................     

   consensus/90%                     ................................s.s.hhpaspu.h.hh................................     

   consensus/80%                     .......................s......tsspPMLMpYPEuIsRLlsutthssDsss...ussuh.NG...l....SG     

   consensus/70%                     .......................P......assEPMLMEYPEAITRLVTGuQRsPDPsPsPLGssGLsNG...Lh...SG     

 

                      cov    pid 881          .         9         .  ] 913 

Numeración de prolinas (p65 humana)                                        

 1 Homo            100.0% 100.0%     DEDFSSIADMDFSALLSQISS------------     

 2 Alligator        95.8%  49.2%     DEMLPSMGDLDLSALLSQLGSS-----------     

 3 Aotus            92.9%  96.3%     DEDFSSIADMDFSALLSQISS------------     

 4 Camelus          97.5%  87.3%     DEDFSSIADMDFSALLSQIGS------------     

 5 Canis            96.6%  88.2%     DEDFSSIADMDFSALLSQISS------------     

 6 Castor           97.6%  84.1%     DEDFSSIADMDFSALLSQISS------------     

 7 Cercocebus       99.8%  98.2%     DEDFSSIADMDFSALLSQISS------------     

 8 Cervus           98.5%  87.1%     DEDFSSIADVDFSALLSQISS------------     

 9 Coturnix         59.2%  55.8%     ---------------------------------     

10 Danio            75.9%  45.7%     ---------------------------------     

11 Delphinapterus   97.5%  85.4%     DEDFSSIADMDFSALLSQISS------------     

12 Desmodus         97.3%  86.7%     DEDFTSIADMDLSALLSQISS------------     

13 Drosophila       92.2%  23.3%     DQQILRLNSEDL--QISNLSIST----------     

14 Enhydra          95.5%  86.1%     DEDFSSIADMDFSALLSQISS------------     

15 Equus            97.5%  87.6%     DEDFSSISDMDFSALLSQISS------------     

16 Felis            97.8%  89.1%     DEDFSSIADMDFSALLSQISS------------     

17 Galeopterus      98.2%  71.7%     DEDFSSIADMDFSALLSQISS------------     

18 Lonchura         78.0%  46.1%     EESLPSLGELDLSTFLSQFPSS-----------     

19 Loxodonta       100.0%  84.9%     DEDFSSIADMDFSALLSQISS------------     

20 Macaca           99.5%  98.2%     DEDFSSIADMDFSALLSQISS------------     

21 Manis            97.3%  85.6%     DEDFSSIVDMDFSALLNQISS------------     

22 Microcebus       99.6%  92.2%     DEDFSSIVDMDFSALLSQISS------------     

23 Odocoileus       98.5%  86.9%     DEDFSSIADVDFSALLSQISS------------     

24 Oncorhynchus     88.7%  37.4%     LDDLDVLSSMDEDRLMSILNSGNQYSFVPGHQT     

25 Ornithorhynchus  48.1%  78.4%     ---------------------------------     

26 Orycteropus      98.0%  90.1%     DEDFSSIADMDFSALLSQISS------------     

27 Otolemur         99.6%  92.2%     DEDFSSIADMDFSALLSQISS------------     

28 Pan             100.0%  99.8%     DEDFSSIADMDFSALLSQISS------------     

29 Physeter         97.5%  81.4%     DEDFSSIADMDFSALLSQISS------------     

30 Piliocolobus    100.0%  98.7%     DEDFSSIVDMDFSALLSQISS------------     

31 Rattus           99.1%  88.8%     DEDFSSIADMDFSALLSQISS------------     

32 Rhinopithecus   100.0%  98.4%     DEDFSSIVDMDFSALLSQISS------------     

33 Scleropages      94.9%  37.8%     LEDLDEFGSLDEDRLMSIFNSTNQAGFMPGHPT     

34 Sus              97.5%  87.1%     DEDFSSIADMDFSALLSQISS------------     

35 Xenopus          91.8%  49.0%     VESITSLLDLDLSSFMNIK--------------     

   consensus/100%                    .................................     

   consensus/90%                     .p.h..h.p.D....hs.h..............     

   consensus/80%                     DEDhsSlsDhDhSuLLSQluS............     

   consensus/70%                     DEDFSSIuDMDFSALLSQISS............   

 
 

En la Tabla M.10 se muestran todos los residuos prolina de p65 humana según su posición  

y el grado de conservación observado a partir del alineamiento múltiple.  

 

 

Posición del residuo prolina Grado conservación (%) 

1. 6  70 
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2. 10 
3. 13  
4. 19 
5. 27 
6. 47 
7. 59 
8. 69  
9. 81 
10. 82  
11. 85  
12. 87 
13. 106 
14. 140 
15. 144 
16. 168 
17. 172 
18. 176 
19. 177 
20. 182 
21. 189 
22. 231 
23. 255 
24. 256 
25. 260 
26. 265  
27. 275  
28. 283 
29. 290  
30. 316 
31. 320 
32. 322 
33. 324 
34. 325 
35. 326 
36. 334 
37. 342 
38. 344 
39. 346 
40. 348 
41. 350 
42. 364 
43. 369 
44. 381 
45. 383 
46. 384 
47. 388 
48. 391 
49. 393 
50. 395 
51. 397 
52. 407 
53. 409 
54. 411 
55. 415 
56. 417 
57. 418 
58. 423 
59. 424 
60. 426 
61. 428 

70 
70 
80 
70 
90 (incl. secuencias parciales) 
90(incl. secuencias parciales) 
90 
80 
100 
100 
100 
80 
90 
90 
80 
70 
No conservado 
90 
100 
90 
70 
100 
90 
70 
90 
100 
90 
100 
80 
80 
70 
70 
70 
No conservado 
80 
80 
90 (incl. secuencias parciales) 
No conservado 
70 
No conservado 
No conservado 
No conservado 
No conservado 
No conservado 
70 
No conservado 
No conservado 
No conservado 
No conservado 
No conservado 
No conservado 
No conservado 
No conservado 
No conservado 
No conservado 
No conservado 
70 
70 
80 
No conservado 
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62. 460 
63. 483 
64. 486 
65. 491 
66. 497  
67. 510 
68. 512 
69. 513 
70. 515 
71. 517 
72. 521 
73. 524 

70 
No conservado 
70 
80 
80 
70 
70 
70 
70 
70 
No conservado 
No conservado 

 

Tabla M.10: Enumeración de las prolinas presentes en p65 humana, según su posición en la 

secuencia aminoacídica y el grado de conservación obtenido del alineamiento multiple.  

 

De las 73 prolinas presentes en p65 humana (NP_068810.3), solo 10 presentan 

un grado de conservación igual al 100%, o bien un grado equivalente descontando las 

secuencias aminoacídicas parciales utilizadas en el alineamiento. En la Tabla M.11 se 

presenta un resumen de las prolinas seleccionadas, su posición en la secuencia y los 

aminoácidos más próximos en la secuencia.  

Posición prolina Grado de 

conservación 

Secuencia 

consenso  

Aminoácido 

anterior 

Aminoácido 

posterior 

1. 47 90% incl sec. 

parciales 

RSAGSIPGE+SsD I G 

2. 59 90% incl sec. 

parciales 

SsDssKTHPsI+ H T o A 

3. 82 100% VTKp.Pa+PHP No conservado H o Y 

4. 85 100% p.Pa+PHPHpL R o K H 

5. 87 100% a+PHPHpLVG+ H H 

6. 182 100% .slSpPIaDp+ H, Q o E I 

7. 255 100% AIsFpTP.a.p. T P, A o R 

8. 275 100% hpLpRPSst.   R S 

9. 290 100% .FpalP..sc L o V No conservado 

10. 344 90% incl. sec. 

parciales 

s.stP..... K, G o A No conservado 

Tabla M.11. Residuos prolina conservados de p65 humana.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_068810.3?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KRJU388H015


Objetivos e Hipótesis 

 

 99 

Hipótesis y Objetivos 

Hipótesis  

En la sección Introducción se describió que en ensayos de gen reportero realizados 

en células Hek293T estimuladas con PMA, la sobreexpresión de FKBP52 potencia la 

actividad transcripcional de NF-B mientras que la sobreexpresión de FKBP51 tiene el 

efecto opuesto. Adicionalmente se evidenció la interacción directa entre estas IMMs y la 

subunidad p65 de NF-B. Otros antecedentes generados por diferentes grupos de 

investigación identifican a la proteína FKBP51 como parte del complejo de quinasas IKK, 

el cual está encargado de la fosforilación de la proteína inhibitoria de NF-B, IB (105-

107). 

Aun cuando nuestro laboratorio obtuvo recientemente evidencias sobre la 

participación de las FKBPs en la regulación de NF-B, existen pocas certezas sobre del 

mecanismo por el cual FKBP51 y FKBP52 parecen regular la actividad transcripcional de 

NF-B. Es sabido que NF-B regula diferentes procesos relevantes en la biología del 

cáncer, pero nada se conoce acerca de la importancia de su regulación por FKBPs en 

células tumorales.  

La hipótesis principal de trabajo radica en que FKBP52 tiene un efecto estimulante 

sobre diferentes pasos dentro de la cascada de activación de NF-B y que además 

potencia los efectos biológicos del factor de transcripción. En virtud de estos supuestos, 

la actividad enzimática FKBP52 podría ser un potencial blanco farmacológico que regule 

la acción biológica de NF-B. Por ende, el uso de drogas que inhiban la actividad PPIasa 

de FKBP52 podría afectar entonces la actividad de NF-B y los diferentes procesos 

biológicos en los que este factor transcripcional participa. Si la activación de NF-B fuese 

análogo al modelo de activación de los RE por proteínas FKBPs, FKBP51 tendría un rol 

antagónico a FKBP52 en los distintos pasos de la activación de NF-B. 

Objetivos generales 

Con el fin de desentrañar el mecanismo por el cual las FKBPs modulan a NF-B, 

se estudiará la participación de FKBP51 y FKBP52 en la cascada de activación del factor 

de transcripción, así como también la contribución de los diferentes dominios de las 

FKBPs en estos procesos. En lo que respecta al uso de agentes estimulantes de la 
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actividad de NF-B, en los estudios previos a este proyecto se ensayó como activador 

sólo al éster de forbol PMA. Es por ello, que en este trabajo se ensayarán variados 

agentes estimulantes a fin de determinar la especificidad de la respuesta antes 

observada. Como cierre del trabajo, se buscará estudiar los posibles efectos biológicos 

de FKBP51 y FKBP52 sobre la proliferación y muerte celular.  

Para llevar a cabo los diferentes objetivos que involucran a FKBP51 y FKBP52, se 

hará uso de las estrategias de:  

a. sobreexpresión de proteínas FKBP51 y FKBP52 wild type o mutantes con 

vectores de expresión eucariotas,  

a. sobreexpresión de dominios recombinantes de la estructura de las 

inmunofilinas. 

b. silenciamiento de FKBP51 con vectores shRNA específicos,  

c. o tratamiento con la droga FK506 como inhibidor de la actividad PPIasa. 

Objetivos particulares 

Los objetivos particulares que se desprenden de la hipótesis y los objetivos 

generales son:  

1- Evaluar el efecto modulador de FKBP51 y FKBP52 sobre la activación 

de NF-B desencadenada por diferentes estímulos externos.  

2- Estudiar la contribución de los diferentes dominios de FKBP51 y FKBP52 

en la regulación de la actividad transcripcional de NF-B: 

a. Efecto del dominio con actividad enzimática de PPIasa. 

b. Efecto de los dominios TPR en su capacidad de regular la 

interacción de las FKBPs con Hsps.  

3- Evaluar el efecto de estas FKBPs en distintos pasos de la señalización 

de NF-B:  

a. Fosforilación de IB, 

b. Degradación de IB, 

c. Transporte retrógrado del factor de transcripción, 

d. Fosforilación de la subunidad p65  

e. Regulación de la proteína p65 
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4- Estudiar el efecto de FKBP51 y FKBP52 sobre genes cuya expresión se 

encuentra regulada por NF-B.  

5- Estudiar la modulación de NF-B mediada por FKBPs en una línea 

celular tumoral evaluando: 

a. la interacción entre p65, FKBPs y Hsps 

b. los efectos de la droga FK506 sobre procesos biológicos 

regulados por NF-B.  

Estudiar los efectos de FKBP51 y FKBP52 sobre:  

a. la muerte celular inducida por distintos agentes. 

b. la proliferación celular.  
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Capítulo 1:  

Modulación de NF-B por FK506-binding protein 

52-kDa. 

Como se describió en la sección Introducción, las FKBPs de alto peso molecular, 

FKBP51 y FKBP52, son proteínas con actividad PPIasa. Estas FKBPs han sido 

caracterizadas tradicionalmente por ser co-chaperonas de proteínas de choque térmico 

(Hsps), en particular Hsp90, y ser parte importante dentro de la señalización de los 

receptores de hormonas esteroidales [(36, 38, 40, 57, 108), sección Introducción].  

La familia de factores de transcripción NF-B, es capaz de regular la expresión de 

genes asociados a inflamación, proliferación, apoptosis, síntesis de citoquinas y 

metaloproteasas en respuesta a diferentes estímulos extracelulares [(109), sección 

Introducción]. NF-B puede ser activado por TNF-α, LPS, interleuquinas y por el éster de 

forbol PMA, entre otros agentes (83, 109). Los distintos miembros de la familia NF-B 

pueden formar dímeros o heterodímeros con diferente composición. Como ya se 

mencionó previamente [(78, 109), sección Introducción], el dímero más abundante está 

integrado por las subunidades p65 y p50  

De forma inédita, los resultados previos demostraron que, además de su conocida 

función biológica sobre los receptores de esteroides, tanto FKBP51 como FKBP52 

participan en la modulación transcripcional del factor NF-B e interactúan con su 

subunidad p65. Los estudios comentados en la Introducción evidenciaron en la línea 

celular Hek293T que:  

1- FKBP52 potencia la actividad transcripcional de NF-B inducida por PMA, 

2- FKBP52 interactúa preferencialmente con la subunidad p65 del factor de 

transcripción NF-B en presencia de PMA,  

3- y que FKBP52 favorece la retención nuclear de p65 luego del tratamiento con 

PMA.  

En el presente capítulo se aborda el estudio de los Objetivos 1 a 5 (sección 

Objetivos) centrados en la inmunofilina FKBP52 y en su actividad PPIasa. En resumen, 

se evalúan los diferentes pasos dentro de la señalización de NF-B en células Hek293T: 

la actividad transcripcional de NF-B, la fosforilación de IB, la degradación de IB, la 
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fosforilación de la subunidad p65, el transporte retrógrado de p65 y la regulación de los 

niveles de proteína p65. Como resultado final del efecto de FKBP52, se analiza la 

contribución de esta FKBP en la expresión de genes regulados por el factor de 

transcripción NF-B. Finalmente, se analiza la regulación propuesta para FKBP52 y NF-

B en una línea celular tumoral.  

Evaluación de la actividad transcripcional de NF-B inducida por TNF-α 

Previamente, el grupo de trabajo reportó que la sobreexpresión de FKBP52 en 

células Hek293T potencia la actividad transcripcional de NF-B inducida por PMA (ver 

Introducción). Con el objetivo de evaluar si esta regulación también ocurre frente a otros 

estímulos activadores de NF-B, se realizaron ensayos de gen reportero de la actividad 

transcripcional de NF-B en células Hek293T tratadas con TNF-α.  

En la Figura 1.1 se muestran los resultados obtenidos en los ensayos de gen 

reportero realizados con células transfectadas con un plásmido de expresión para 

FKBP52 (FKBP52, 1µg) o con el vector vacío (vector, 1µg). Los resultados de actividad 

transcripcional fueron cuantificados según se detalla en la sección Materiales y Métodos, 

y expresados en unidades arbitrarias (U.A.). Los valores de actividad transcripcional se 

relativizaron al grupo vector tratado con TNF-α (10 ng/ml), al cual se le asignó una 

actividad transcripcional de NF-B igual a 100 U.A. Al igual que en el caso de la 

estimulación con PMA, se observó un incremento significativo de la actividad 

transcripcional luego del tratamiento con TNF-α para células que sobreexpresan FKBP52 

respecto al grupo transfectado con el vector vacío 
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Figura 1.1. Efecto de FKBP52 sobre la actividad transcripcional de NF-B luego de la 

estimulación con TNF-α. 

La actividad transcripcional de NF-B fue determinada por el ensayo de gen reportero para NF-B en células Hek293T a partir de la medición de la actividad 

enzimática codificada por el gen luciferasa normalizada con la actividad enzimática de -galactosidasa (según sección Materiales y Métodos). Los resultados se 

expresan como el promedio de la actividad transcripcional de NF-B ± ES para los grupos transfectados con el plásmido codificante para FKBP52 (FKBP52, 1µg) 

o con el vector vacío (vector, 1µg) y tratados con TNF-α (10 ng/ml) durante 6 horas. Los valores obtenidos se presentan en unidades arbitrarias (U.A.), asignando 

100 U.A. al grupo transfectado con el vector vacío e incubado con TNF-α.  Referencias: Significativo respecto al grupo transfectado con vector vacío y tratado con 

TNF-α (**p≤0,01). 

Influencia de la actividad enzimática de PPIasa de FKBP52 sobre la actividad 

transcripcional de NF-B. 

Como ya se ha comentado (sección Introducción), la proteína FKBP52 pertenece a 

familia de las FK506 binding proteins de alto peso molecular y presenta 3 dominios 

funcionales: un dominio C- terminal TPR conteniendo al sitio de unión a Hsp90, un 

dominio N-terminal FK1 característico de la familia FKBP con actividad enzimática 

PPIasa, y un dominio intermedio FK2 que carece de actividad enzimática y une NTP. La 

actividad PPIasa de FKBP52 es inhibida con la droga inmunosupresora FK506 [(108), 

sección Introducción]. 

 Con el fin de estudiar la contribución de la actividad enzimática de FKBP52 sobre 

la actividad transcripcional de NF-B, se realizaron ensayos de gen reportero en grupos 

de células transfectadas con 1 g de plásmido que codifica para FKBP52 (FKBP52, 1µg) 
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o vector vacío tratadas con PMA (100 ng/ml) durante 6 horas y/o con una pre-incubación 

durante media hora con FK506 (1 µM). En la Figura 1.2 se muestran los resultados 

obtenidos. El tratamiento con FK506 evidencia una disminución significativa (p≤0,05) de 

la actividad transcripcional de NF-B respecto del efecto estimulante de FKBP52 sobre 

de NF-B.  Esto sugiere que la actividad enzimática de PPIasa de FKBP52 es requerida 

para la estimulación de la actividad transcripcional de NF-B.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.2.  Efecto de FK506 sobre el incremento en la actividad transcripcional de NF-κB 

inducido por la sobreexpresión de FKBP52.  

La actividad transcripcional fue determinada mediante el ensayo de gen reportero para NF-B a partir de la medición 

de la actividad enzimática del gen luciferasa, normalizada con la actividad enzimática de -galactosidasa (sección 

Materiales y Métodos). Los resultados obtenidos se expresan como el promedio de actividad transcripcional de NF-B 

± ES para los grupos tratados con  PMA (100ng/ml), transfectados con plásmido FKBP52 (FKBP52, 1µg) o vector 

vacío (vector, 1µg) y/o incubados con FK506 (1µM). El tratamiento con FK506 se realizó mediante una pre-incubación 

de media hora antes del agregado de PMA por 6 horas. Los valores graficados fueron medidos en U.A, asignando 100 

U.A. a las células transfectadas con el vector vacío y estimuladas con PMA.  Referencias: Significativo respecto al 

grupo tratado con PMA (**p≤0,01). 

 

  Es sabido que el macrólido FK506 se une al dominio FK1 de la IMM inhibiendo su 

actividad enzimática. Sin embargo, FK506 es una molécula de gran tamaño y una porción 

de la misma queda excluida de este bolsillo (56). Asimismo, FK506 no es un inhibidor 

específico de FKBP52, sino que también inhibe la actividad PPIasa de otras FKBPs entre 
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las que se encuentran FKBP51 y FKBP12 (1). En consecuencia, es posible que la unión 

de FK506 a FKBP52 pueda generar impedimentos estéricos entre la región FK1 y otras 

proteínas interactuantes con FKBP52, o bien que el fenómeno observado en la Figura 

1.2 sea consecuencia de la disminución de la actividad enzimática de otras proteínas con 

actividad de PPIasa. Teniendo en cuenta estas consideraciones, en el laboratorio del Dr. 

David Smith (Mayo Clinic, Scottsdale, AZ) se diseñaron dos mutantes puntuales de 

FKBP52 carentes de actividad de PPIasa: FKBP52 F67Y y FKBP52 F130Y, las cuales 

nos fueron generosamente provistas para este estudio. Ambas proteínas recombinantes 

están mutadas en aminoácidos conservados que son esenciales para la actividad 

enzimática de FKBP52, resultando en la pérdida de su actividad PPIasa (56).  

En la Figura 1.3 se muestran los resultados de los ensayos de gen reportero para 

NF-B realizados para grupos de células transfectadas con distintas cantidades de 

plásmidos de expresión para FKBP52 (FKBP52, 1µg), FKBP52 F67Y (FKBP52 F67Y, 

0,1-1,0 µg), FKBP52 F130Y (FKBP52 F130Y 0,1-1,0 µg) o el vector vacío (vector, 1 µg) 

y tratados con PMA (100 ng/ml). La transfección con los plásmidos que codifican para 

las proteínas FKBP52 mutante provocó una disminución significativa (p≤0,001) de la 

actividad transcripcional de NF-B inducida con PMA respecto del grupo FKBP52. 

También se observó una reducción en la actividad transcripcional estimulada con PMA 

en los grupos que sobreexpresan FKBP52 F67Y o FKBP52 F130Y respecto a las células 

transfectadas con el vector. Ambas proteínas mutantes mostraron efectos similares 

sobre la actividad transcripcional de NF-B. Los resultados expuestos en la Figura 1.3, 

sugieren que la actividad PPIasa de FKBP52 resulta esencial para el efecto potenciador 

de esta FKBP sobre la actividad transcripcional de NF-B. 

En la Figura 1.4 se evaluó la consecuencia de co-transfectar a los plásmidos 

codificantes para mutantes inactivas de FKBP52 (FKBP52 F67Y 0,5 µg o FKBP52 F130Y 

0,5 µg) con cantidades crecientes del vector de expresión para FKBP52 wild type. Los 

resultados permiten evidenciar que en la competencia de la expresión entre de estas 

proteínas se recupera la actividad de PPIasa ya que se observó una reversión 

significativa del efecto inhibitorio de las mutantes en la acción estimulante de FKBP52 

sobre NF-B. 

En su conjunto, los resultados de las Figuras 1.2 a 1.4 permiten postular que la 

actividad PPIasa de FKBP52 es necesaria para el efecto estimulante de esta inmunofilina 

sobre la actividad transcripcional de NF-B. Ello sugiere que FK506 o drogas 
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equivalentes capaces de abolir la actividad enzimática de PPIasa de FKBP52 podrían 

ser utilizadas como inhibidoras indirectas de las acciones biológicas mediadas por NF-

B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.3.  Estudio del efecto de la actividad PPIasa de FKBP52 sobre la activación 

transcripcional de NF-κB mediante el uso de mutantes puntuales de FKBP52. 

 La actividad transcripcional fue determinada por el ensayo de gen reportero para NF-B mediante la medición de la 

actividad enzimática del gen luciferasa codificado en el vector reportero y normalizada con la actividad enzimática de 

-galactosidasa (según sección Materiales y Métodos). Los resultados obtenidos se expresan como el promedio de 

actividad transcripcional de NF-B ± ES para los distintos grupos. Los valores presentados fueron medidos en U.A, 

asignando 100 U.A. al tratamiento con PMA (100 ng/ml). Los grupos ensayados corresponden al tratamiento con PMA 

y a la transfección con plásmido codificante para FKP52 (1 µg) o distintas cantidades de vector de expresión para  

FKBP52 F67Y o FKBP52 F130Y (0,1 a 1,0 µg). Referencias: Significativo respeto al grupo tratado con PMA 

(**p≤0,001). Significativo respecto al grupo tratado con PMA que sobreexpresa FKBP52 (# p0,001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

E fe c to  d e  la  a c tiv id a d  P P Ia s a  d e   F K B P 5 2

s o b re  la  a c tiv a c ió n  tr a n s c r ip c io n a l d e  N F - B
A

c
ti

v
id

a
d

 t
ra

n
s

c
ri

p
c

io
n

a
l

N
F

- 
B

  
(U

.A
.)

F K B P 5 2  ( g )

F K B P 5 2  F 6 7 Y  ( g )

F K B P 5 2  F 1 3 0 Y  ( g )

1 ,0 - -

- - 0 ,1

-

-

- - -

-

1 ,0 -

P M A + + + + ++ +

0 ,5

-

-

-

- -

+

-

0 ,1 1 ,00 ,5

* *

#

Efecto de la actividad PPIasa de FKBP52  

sobre la actividad transcripcional de NF-B 
A

c
ti
v
id

a
d

 t
ra

n
s
c
ri
p

c
io

n
a

l 

N
F

-
B

 (
U

.A
.)

 



Capítulo 1 

 

 108 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.4 Efecto de la co-expresión de FKBP52 con FKBP52 F67Y o FKBP52 F130Y. 

 a. Actividad transcripcional de NF-B luego del tratamiento con PMA y la sobreexpresión de FKBP52 F67Y o FKBP52 

F130Y (0,5 µg) con cantidades crecientes de plásmido codificante para FKBP52 (0, 0,5 o 1,0 µg). La actividad 

transcripcional fue determinada por el ensayo de gen reportero mediante la medición de la actividad enzimática del 

gen luciferasa codificado en el vector reportero para NF-B y normalizada con la actividad enzimática de -

galactosidasa (según sección Materiales y Métodos). Los resultados obtenidos se expresan como el promedio de 

actividad transcripcional de NF-B ± ES en U.A, asignando 100 U.A. al tratamiento con PMA 100 (ng/ml) 

b. Ensayo de Western blot representativo del ensayo de gen reportero revelado con anti FKBP52. 

Referencias: Significativo respecto al grupo con PMA (**p≤0,01) o respecto al grupo con PMA que sobreexpresa 

FKBP52 (#p≤0,001).  

 

Efecto del dominio TPR de FKBP52 sobre la actividad transcripcional de NF-B. 

Se ha determinado in vitro que FKBP52 tiene la capacidad de interactuar con Hsp70 

así como con Hps90 a través de sus dominios TPR (51). En el modelo de activación de 

los receptores de esteroides en presencia del ligando, el receptor forma un 

heterocomplejo que retrotransporta al receptor vía dineína. El heterocomplejo es 

integrado por FKBP52, Hsp90,  Hsp70 y p23. FKBP52 interactúa dentro de dicho 

complejo de forma directa con la chaperona Hsp90 a través de sus dominios TPR. 

Considerando este modelo de activación, se evaluó si el dominio TPR de FKBP52 
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interviene en la regulación de la actividad transcripcional de NF-B. Con este propósito, 

se utilizó como vector de expresión de un péptido dominante negativo a un plásmido 

recombinante que codifica para un dominio TPR unido a la secuencia del octapéptido 

flag. Se realizaron los ensayos de gen reportero para NF-B que se muestran en la Figura 

1.5, donde se transfectó el plásmido de expresión para FKBP52 (FKBP52, 1µg) en 

presencia o ausencia del plásmido de expresión del péptido TPR-flag (0,05 o 0,25 µg). 

En células que sobreexpresan conjuntamente FKBP52 y el péptido TPR-flag, se observó 

una disminución significativa (p ≤ 0,01) de la actividad transcripcional respecto del grupo 

que sobreexpresa a FKBP52 solamente. Ello se debería a que la sobreexpresión del 

péptido TPR-flag podría desplazar a alguna proteína interactuante con los dominios TPR 

de FKBP52 (muy probablemente, las chaperonas Hsp90 y/o Hsp70), causando una 

disminución de la actividad transcripcional de NF-B al desensamblarse el oligómero 

activador.   
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Figura 1.5. Efecto de la co-transfección del dominio TPR y de FKBP52 sobre la actividad 

transcripcional de NF-B.  

La actividad transcripcional fue determinada mediante el ensayo de gen reportero con la medición de la actividad 

enzimática del gen luciferasa codificado en el vector reportero y normalizada con la actividad enzimática de -

galactosidasa (según sección Materiales y Métodos). a. Los resultados obtenidos se expresan como el promedio de 

actividad transcripcional de NF-B ± ES para los diferentes tratamientos con PMA (100 ng/ml) y el plásmido de 

expresión para FKBP52 (FKBP52, 1µg) y/o con diferentes cantidades de plásmido flag-TPR (0,05 o 0,25 µg). Los 

valores graficados fueron medidos en U.A, asignando 100 U.A. al tratamiento con PMA.  b. Western blot representativo 

de la sobreexpresión de FKBP52 y de flag-TPR revelado con anti FKBP52 y anti flag.  

Referencias: Significativo respecto al grupo tratado con PMA (**p ≤ 0,01). 

 

La interacción FKBP52•Hsp90 ha sido extensamente estudiada. El laboratorio del 

Dr. David Smith también ha generado una mutante puntual de FKBP52, FKBP52 K354A, 

la que carece de capacidad de unión a Hps90 (52). En la Figura 1.6 se estudió el efecto 

de esta mutante sobre la actividad transcripcional de NF-B mediante el uso del ensayo 

de gen reportero. Se transfectaron células con el plásmido de expresión para FKBP52 

(FKBP52, 1µg), FKBP52 K354A (FKBP52 K354A, 0,5 o 1 µg) o el vector vacío (vector, 1 

µg) y se trataron con PMA (100 ng/ml).  La sobreexpresión de FKBP52 K354A resultó en 

un descenso significativo (p≤ 0,05) de la actividad transcripcional de NF-B respecto del 

grupo FKBP52. 

 

Las evidencias mostradas en las Figuras 1.5 y 1.6 sugieren que el dominio TPR de 

FKBP52 está involucrado en el efecto potenciador de la actividad transcripcional de NF-

B. Por otro lado, la Figura 1.6 sugiere que la interacción Hps90•FKBP52 es relevante 

para la activación de NF-B. Es sabido que Hsp90 y Hps70 presentan el mismo dominio 

de interacción con proteínas TPR (EEVD), y no se conoce la capacidad de interacción 

entre FKBP52 K354A y Hps70 (51). De acuerdo con esto último, no se puede asegurar 

inequívocamente que la interacción directa de FKBP52 con Hps90 sea indispensable 

para los efectos observados con el experimento de la Figura 1.6.  
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Figura 1.6. Efecto de FKBP52 K354A sobre la actividad transcripcional de NF-B.  

La actividad transcripcional fue determinada por el ensayo de gen reportero mediante la medición de la actividad 

enzimática del gen luciferasa codificado en el vector reportero y normalizada con la actividad de -galactosidasa 

(según sección Materiales y Métodos). 

a. Los resultados obtenidos se expresan como el promedio de actividad transcripcional de NF-B ± ES para células 

tratadas con PMA (100 ng/ml) y transfectadas con plásmido codificante para FKBP52 ( FKBP52, 1µg), para FBP52 

K354A (FKBP52 K354A,  0,5 o 1,0 µg) o vector vacío (vector, 1 µg). Los valores graficados fueron medidos en U.A, 

asignando 100 U.A. al tratamiento con PMA.   

b. Ensayo de Western blot representativo de la sobreexpresión de FKBP52 y FKBP52 K354A revelado con anticuerpo 

anti FKBP52. 

Referencias: Significativo respecto al grupo tratado con PMA (*p≤0,05 y **p≤0,01) y significativo respecto al grupo con 

PMA y que sobreexpresa FKBP52 (#p≤ 0,05).  

 

Los ensayos de gen reportero antes mencionados proponen que FKBP52 es un 

modulador positivo de la actividad transcripcional de NF-B (Introducción y Figura 1.1) y 

que este efecto sería dependiente tanto de su actividad PPIasa (Figura 1.3 y 1.4), como 

de su dominio TPR (Figura 1.5 y 1.6). Además, el tratamiento con FK506 tiene la 

capacidad de inhibir el incremento de actividad transcripcional de NF-B generado por la 

sobreexpresión de FKBP52 en ensayos de gen reportero (Figura 1.2). De estas 
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observaciones se infiere que el macrólido FK506 podría ser un fármaco útil para inhibir 

farmacológicamente la acción de NF-B.  Con el objeto de estudiar el potencial rol de la 

actividad PPIasa de FKBP52 en su regulación de NF-B, se utilizaron dos estrategias 

diferentes: la sobreexpresión de una mutante puntual en el dominio PPIasa (FKBP52 

F130Y), y la inhibición de tal actividad enzimática por tratamiento de las células con 

FK506. 

Estudio del efecto de FKBP52 sobre la fosforilación y la degradación de IBα. 

NF-B se encuentra retenido en el citoplasma en ausencia de estímulo externo por 

la interacción con la subunidad inhibitoria IB. En la vía canónica de activación de NF-

B, el inhibidor IBα se une con gran afinidad al dímero p65/p50 enmascarando la 

secuencia de localización nuclear. Ello  mantiene al factor de transcripción inactivo en el 

citoplasma. La activación de NF-B por diferentes estímulos desencadena la fosforilación 

de dos residuos de serina de IBα por medio del complejo de quinasas IKK. La proteína 

IBα fosforilada (p-IBα), es sustrato de E3 ligasas para su ubiquitinación y posterior 

degradación por el proteasoma 26S. La fosforilación y posterior degradación de IBα son 

pasos clave en la activación del factor de transcripción [(78), sección Introducción].  

Se evaluó el posible efecto de la sobreexpresión de FKBP52 sobre la fosforilación 

y la degradación de IBα, dos hitos importantes en el encendido de la vía canónica de 

NF-B.  En la Figura 1.6 se presentan los ensayos de Western blot y las cuantificaciones 

(densitometrías) correspondientes al análisis de la fosforilación y la degradación de IBα. 

Se expresa la cantidad de proteína p-IBα o IBα total relativa a tubulina en función del 

tiempo de tratamiento con PMA (100 ng/ml) en grupos de células transfectadas con el 

plásmido de expresión para FKBP52 (FKBP52), FKBP52 F130Y (FKBP52 F130Y) o el 

vector vacío (vector).  

La fosforilación de IBα tiene lugar 5 minutos después de la estimulación de las 

células con PMA, y alcanza su máximo a los 15 minutos, para posteriormente decaer 

hasta el nivel basal después de 45 minutos de tratamiento. La densitometría de la Figura 

1.6.b muestra la cuantificación de los ensayos de Western blot revelados con anticuerpo 

anti-p-IBα Ser32. Del análisis de los resultados se desprende que los grupos FKBP52 y 

FKBP52 F130Y no presentan diferencias significativas (p>0,05) con el grupo de células 

transfectadas con el vector. En base a los resultados obtenidos, la sobreexpresión de 
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FKBP52 no parece incidir sobre la fosforilación de IBα en este tipo celular estimulado 

con PMA.  

La degradación de IBα se evaluó por Western blot revelado con anticuerpo 

específico anti-IBα total. Los resultados de la Figura 1.6.a y b revelan que la 

degradación de IBα comienza alrededor de los 25 minutos post-tratamiento con PMA y 

luego de 45 minutos el 68 ± 9 % de IBα en el grupo vector se encuentra degradado. 

FKBP52 y FKBP52 F130Y no presentan diferencias significativas (p>0,05) en la cantidad 

de IBα en el tiempo 0 minutos de tratamiento con PMA (basal) respecto al basal del 

grupo vector. Tampoco hay disparidad en durante la degradación de IBα a lo largo del 

tiempo de incubación con PMA entre FKBP52, FKBP52 F130Y y el grupo vector. En 

función de estos resultados se podría postular que la sobreexpresión de FKBP52 no 

afectaría la cantidad de IBα basal ni su velocidad de degradación durante la activación 

de NF-B con PMA. 
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Figura 1.6 Estudio del efecto de FKBP52 y FKBP52 F130Y en la fosforilación y degradación 

de IBα.  

 a. Ensayo de Western blot representativo donde se evalúa la fosforilación de IBα con anticuerpo anti-p-IBα y la 

degradación de IB con anticuerpo anti IBα total en función del tiempo (0, 5,15, 25, 35 y 45 minutos) de tratamiento 

con PMA (100 ng/ml) normalizado con anticuerpo anti tubulina para los distintos grupos de tratamiento: vector, FKBP52 

y FKBP52 F130Y. La sobreexpresión de FKBP52 y FKBP52 F130Y se verificó con anticuerpo anti FKBP52.   

b. Densitometría de 5 experimentos independientes de Western blot. Los resultados se expresan como promedio de 

p-IB relativo a tubulina ± ES en función del tiempo de tratamiento con PMA para los tres grupos ensayados: vector, 

FKBP52 y FKBP52 F130Y. 

c. Densitometría de 2 experimentos independientes de Western blot. Los resultados se expresan como promedio de 

IB relativo a tubulina ± ES en función del tiempo de tratamiento con PMA para los tres grupos ensayados: vector, 

FKBP52 y FKBP52 F130Y. 

Referencias. Grupos ensayados:  vector,  FKBP52,  FKBP52 F130Y. 

 

Evaluación de p65 total y p65 fosforilada en Ser536. 

La activación de NF-B en respuesta a estímulos externos conlleva la fosforilación 

de IB por el complejo IKK y su posterior degradación, así como también la fosforilación 

de las subunidades de NF-B en diferentes sitios. Las fosforilaciones en residuos serina 

y treonina de la subunidad p65 regulan su activación, y por tanto han sido largamente 

estudiadas. En particular, la fosforilación de p65 en la Ser536 dentro del dominio de 

transactivación es necesaria para la expresión de determinados genes regulados por NF-

B y favorece la interacción de p65 con el factor general promotor de la transcripción 

TFIID 31 (110). Adicionalmente, esta modificación promueve en ciertos casos, el 

transporte retrógrado de p65 por un mecanismo independiente de la degradación de IB 

(111). La fosforilación de p65 en serina 536 es catalizada por diferentes proteínas 

quinasas entre las que se encuentran: IKKα/β, IKKε, TBK1, RSK1 y CDK6, dependiendo 

del estímulo involucrado y del tipo celular (84, 112).  

Con la finalidad de investigar el efecto de FKPB52 sobre la fosforilación de p65 en 

serina 536 (p-p65 Ser536) se efectuaron los ensayos de Western blot mostrados en la 

Figura 1.7. Las células fueron transfectadas con plásmido de expresión para FKBP52 

(FKBP52) o con el vector vacío (vector) durante 48 horas, e incubadas con PMA (PMA, 

100 ng/ml) o vehículo (basal) durante 16 horas adicionales. Se estudió la fosforilación de 

p65 con dos estrategias diferentes: mediante el revelado con anticuerpo anti-p65 sumado 

al tratamiento con fosfatasa alcalina, y mediante la detección con anticuerpo específico 

anti-p-p65 Ser536 por Western blot. Además, se evaluó con anticuerpo anti GAPDH el 

control de carga, y con anti-FKBP52 la sobreexpresión de la inmunofilina. 
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Con el anticuerpo anti-p65 total se detectaron tres bandas bien diferenciadas, las 

que frente al tratamiento con fosfatasa alcalina aumentaron su movilidad electroforética 

indicando la presencia de grupos fosfato en todas ellas. El tratamiento con fosfatasa 

modificó la movilidad de las bandas identificadas con anti-p65 total; a pesar de esto, el 

número de bandas detectadas se mantuvo constante luego de la desfosforilación. Es 

posible que, adicionalmente a los residuos fosforilados, existan otras modificaciones 

post-traduccionales o isoformas de p65 que den cuenta de las distintas bandas 

detectadas. Se conocen modificaciones post-traduccionales de p65 que incluyen la 

metilación, acetilación, sumoilación, y la ubiquitinación (113). A su vez, se han reportado 

cuatro isoformas de p65 en la base de datos Refseq de NCBI con diferente número de 

aminoácidos cada una: la isoforma 1 es la de mayor longitud y cuenta con 551 aa, la 

isoforma 2 con 548 aa, la isoforma 3 con 482 aa y la isoforma 4 con 448 aa. (RefSeq 

Accession: NM_021975.3, NM_001145138.1, NM_001243984., NM_001243985.1, 

respectivamente). 

La incubación con fosfatasa alcalina (calles 2, 4, 6 y 8 Figura 1.7) también generó 

un cambio en la movilidad electroforética de la proteína FKBP52, tal como se observa 

con el anticuerpo anti-FKBP52 respecto de aquéllos lisados celulares no tratados con 

fosfatasa alcalina (calles 1, 3, 5, 7 Figura 1.7). De esta manera, se evidencia, la presencia 

de grupos fosfato en FKBP52 endógena (calles 1, 2, 5 y 6 Figura 1.7) y en FKBP52 

expresada a partir del vector correspondiente (calles 3, 4, 7 y 8 Figura 1.7). La 

fosforilación de FKBP52 ha sido reportada con anterioridad y se ha identificado que la 

quinasa CKII es responsable de esta modificación post-traduccional (114).  

Notablemente, la cantidad total de proteína p65 revelada con el anticuerpo anti p65, 

se modificó con los distintos tratamientos. La sobreexpresión de FKBP52 por sí sola 

(calle 3 Figura 1.7.a y b) representó un incremento significativo (p≤0,05) en la cantidad 

de proteína p65 total respecto a la condición vector basal (calle 1 Figura 1.7.a y b). El 

tratamiento con PMA también ocasionó un aumento significativo de los niveles proteicos 

de p65 total. Las células tratadas con PMA, tanto del grupo vector (calle 5 Figura 1.7.a y 

b) como de FKBP52 (calle 7 Figura 1.7.a y b), presentaron una mayor cantidad de p65 

total respecto al grupo vector basal (calle 1 Figura 1.7.a y b). 

Los resultados observados mediante el revelado con anticuerpo específico anti-p-

p65 Ser536 mostraron semejanza con los encontrados con el anticuerpo anti-p65 total: 

se obtuvo un incremento en p-p65 Ser536 tanto para la condición vector PMA (calle 5 

Figura 1.7.a) como para FKBP52 basal (calle 3 Figura 1.7.a)  respecto a la condición 
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vector basal (calle 1 Figura 1.7.a). El agregado de fosfatasa alcalina en las calles 2, 4, 6 

y 8 de la Figura 1.7.a permite corroborar que la banda detectada con el anticuerpo anti-

p-p65 Ser536 le corresponde a la proteína fosforilada. 

En resumen, la sobreexpresión de FKBP52 por sí misma indujo un incremento de 

p65 y de p-p65 Ser536 comparable al que se observa luego del tratamiento con PMA 

durante 16 horas. Las evidencias anteriores indicarían, que la sobreexpresión de 

FKBP52 induciría no solamente mayores niveles de proteína p65, sino que, además, una 

mayor cantidad de su forma fosforilada. 

La Figura 1.7.c recopila los datos de densitometría de los ensayos de Western blot 

revelados con anti-p-p65 Ser536 y anti-p65 para grupos de células transfectadas con el 

vector de expresión para FKBP52 (FKBP52) o el vector vacío (vector) en ausencia de 

estimulación con PMA (basal). Los valores se expresan como porcentaje promedio de 

proteína (p65 o p-p65 Ser536, según corresponda) relativo a la banda detectada con 

anticuerpo anti-GADPH. La sobreexpresión de FKBP52 provoca un incremento de p-p65 

Ser536 basal de igual magnitud al observado sobre p65 total. A partir de los resultados 

se sugiere que el incremento de p-p65 Ser536 que resulta de la sobreexpresión de 

FKBP52 sería consecuencia del aumento en la cantidad de p65 total.  
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Figura 1.7. Estudio de los niveles proteicos de p65 y p-p65 Ser536 luego de la 

sobreexpresión de FKBP52 y del tratamiento con PMA.   

a. Western blot representativo de niveles totales de proteína p65. Niveles p-p65 Ser536 se detectaron con anticuerpo 

específico. Anticuerpo anti-FKBP52 verifica la sobreexpresión de la inmunofilina y anti-GADPH se utiliza como control 

de carga. Los grupos estudiados corresponde a: la sobreexpresión de FKBP52 (FKBP52) o a la transfección con el 

vector vacío, sin tratamiento adicional (basal), o luego de una incubación con PMA (PMA). Se transfectaron células 

con los vectores correspondientes durante 64 hs y luego se realizó la incubación con PMA (100 ng/ml) durante 16hs 

adicionales en los casos que correspondiese. Los lisados celulares fueron incubados en presencia o ausencia de 

fosfatasa alcalina para evidenciar la presencia de proteínas fosforiladas  

b.  Densitometría correspondiente a 6 experimentos independientes de Western blot revelados con anticuerpo anti-

p65 total para los grupos transfectados con el plásmido de expresión de FKBP52 o el vector vacío, con o sin tratamiento 

con fosfatasa alcalina. Se grafica el valor porcentual promedio de proteína p65 total relativizado con anti-GADPH ± 

ES. Los resultados obtenidos de cada experimento fueron relativizados al basal considerado como p65/GADPH igual 

al 100%.  

c. Densitometría de p65 total y p-p65 que compara los niveles de p65 con los niveles de p-p65 para células 

transfectadas con plásmido codificante para FKBP52 (FKBP52) o el vector vacío en condiciones sin PMA (basal). Los 

valores se expresan como porcentaje promedio de proteína (p65 o p-p65) relativo a anti-GADPH ± ES. Los resultados 

obtenidos para p65 fueron relativizados al tratamiento vector basal considerado como proteína/GADPH igual a 100%. 

Los resultados para p-p65 se relativizaron de igual manera al tratamiento vector basal.  

Referencias. Significativo respecto a las células transfectadas con el vector vacío y en condición basal (*p≤0,05). Los 

grupos entre corchetes señalan los resultados no significativos. 
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Dado que en la Figura 1.7 se ha mostrado que la sobreexpresión de FKBP52 es 

suficiente para favorecer la acumulación de p65, se decidió evaluar si la transfección con 

el vector de expresión para FKBP52 induce la actividad transcripcional de NF-B en 

ausencia de estímulo activador (PMA o TNF-α). La determinación de la actividad 

transcripcional se realizó por ensayos de gen reportero luego de 48 post-transfección 

con la mezcla correspondiente para recrear las condiciones experimentales de la Figura 

1.7. Los resultados de la Figura 1.8 mostraron que la sobreexpresión de FKBP52 no es 

suficiente para potenciar la actividad transcripcional de NF-B sin presencia de 

estimulación con agentes activadores. La acción estimulante de FKBP52 requiere de la 

activación del factor de transcripción. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.8. Efecto de la sobrexpresión de FKBP52 sobre la actividad transcripcional de NF-

B en ausencia de estímulo activador.  

La actividad transcripcional fue determinada por el ensayo de gen reportero mediante la medición de la actividad 

enzimática del gen luciferasa codificado en el vector reportero y normalizada con la actividad de -galactosidasa 

(según sección Materiales y Métodos). Los resultados obtenidos se expresan como el promedio de actividad 

transcripcional de NF-B ± ES para células tratadas con PMA (100 ng/ml) y transfectadas con plásmido codificante 

para FKBP52 (FKBP52, 1 o 1,5 g) o el  vector vacío (vector, 1 µg). Los valores graficados fueron medidos en U.A, 

asignando 100 U.A. al tratamiento con PMA.   

Efecto de la actividad PPIasa de FKBP52 sobre los niveles proteicos de p65 total y 

p-p65 Ser536. 

De similar manera a los experimentos de la Figura 1.7, se realizaron los ensayos 

de Western blot de la Figura 1.9 mediante la transfección del plásmido codificante para 
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FKBP52 (FKBP52), FKBP52 F130Y (FKBP52 F130Y) o el vector vacío (vector). La 

presencia de p65 y p-p65 Ser536 fue revelada con los correspondientes anticuerpos 

específicos. Las calles 1 a 4 de la Figura 1.9 a y b muestran resultados semejantes a las 

calles 1 a 4 de la Figura 1.7. Se observa un aumento en la cantidad de p65 y de p-p65 

Ser536 en el grupo FKBP52 con respecto al grupo vector. En las calles 5 y 6 Figura 1.9 

se muestran los resultados correspondientes a la sobreexpresión de FKBP52 F130Y. 

Tanto el Western blot de la Figura 1.9.a como la densitometría de la Figura 1.9.b, 

exponen que la sobreexpresión de FKBP52 F130Y induce un incremento en p65 total 

(122 ± 20%) aunque no significativo (p>0,05) respecto al grupo vector (100 %), y 

significativamente (p≥0,05) menor al observado en el grupo FKBP52 (152 ± 11%).  

La cantidad de p-p65 Ser536 sigue un patrón similar a la de p65 total. En la Figura 

1.9.c se exhibe que existe un incremento no significativo (p>0,05) de p-p65 Ser536 en 

las células transfectadas con el plásmido de expresión para FKBP52 F130Y respecto al 

grupo transfectado con vector vacío. Tampoco hay diferencias significativas (p>0,05) 

entre la cantidad de p-p65 Ser536 y p65 total para las células que sobreexpresan 

FKBP52 F130Y. 
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Figura 1.9 Estudio de los niveles proteicos de p65 y p-p65 Ser536 en células que 

sobreexpresan FKBP52 F130Y.   

a. Ensayo de Western blot representativo de niveles totales de proteína p65. Niveles p-p65 Ser536 se detectaron con 

anticuerpo específico. Anticuerpo anti-FKBP52 verifica la sobreexpresión de FKBP52 F130Y y anti-GADPH se utiliza 

como control de carga. Los tratamientos realizados corresponden a la transfección de plásmido de expresión para 

FKBP52, FKBP52 F130Y o vector vacío durante 72hs y a la incubación con o sin fosfatasa alcalina de los lisados 

celulares para evidenciar la presencia de proteínas fosforiladas 

 b. Densitometría correspondiente a 4 experimentos independientes de Western blot para células transfectadas con 

plásmido codificante para FKBP52 (FKBP52), FKBP52 F130Y (FKBP52 F130Y) o vector vacío (vector), y/o tratamiento 

con fosfatasa alcalina. Se grafica el valor porcentual promedio de proteína total de p65 relativizado con anti-GADPH ± 

ES. Los resultados obtenidos de cada experimento fueron relativizados al grupo vector considerado como p65/GADPH 

igual al 100%.  

c. Densitometría de p65 total y p-p65 que compara los niveles proteicos de p65 con los de p-p65 Ser536 para células 

transfectadas con el vector de expresión para FKBP52 F130Y o vector vacío. Los valores se expresan como porcentaje 

promedio de proteína (p65 o p-p65) normalizado por anti-GADPH ± ES. Los resultados obtenidos de p65 fueron 

relativizados al grupo vector sin fosfatasa considerado como proteína/GADPH igual a 100%. Los resultados de p-p65 

Ser536 se relativizaron de igual manera al grupo vector.   

Referencias. Significativo respecto al grupo vector sin fosfatasa alcalina (**p≤0,01). ns: los grupos entre corchetes 

señalan resultados no significativos. 

Evaluación temporal del efecto de FKBP52 sobre p-p65 Ser536. 

Según los resultados obtenidos en los experimentos anteriores (Figura 1.7 y 1.9), 

se ha puesto en evidencia que luego de la sobreexpresión de p65, la p-p65 Ser536 basal 

aumenta en igual medida que los niveles proteicos de p65. Asimismo, se observó que la 

fosforilación de p65 es inducida por PMA luego de 16 horas. A pesar de este resultado, 

la fosforilación de p65 Ser536 es un evento que comienza unos pocos minutos después 
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de la estimulación de NF-B. Por consiguiente, en la Figura 1.10 se analiza la 

fosforilación de p65 entre los 0 y los 45 minutos post tratamiento con PMA (100 ng/ml). 

Los resultados de la Figura 1.10.a corresponden a imágenes representativas de los 

ensayos de Western blot revelados con anticuerpo anti-p-p65 Ser536, anti-FKBP52 y 

anti-tubulina para grupos de células transfectadas con el vector de expresión para 

FKBP52 (FKBP52), FKBP52 F130Y (FKBP52 F130Y) o vector vacío (vector) en ausencia 

(basal) o en presencia de PMA (PMA, 100 ng/ml) durante los tiempos indicados (5 a 45 

min). En la Figura 1.10.b se muestra la densitometría correspondiente a los ensayos de 

Western blot efectuados. Existe un incremento en la cantidad de p-p65 Ser536 relativa a 

tubulina luego del tratamiento con PMA (Figura 1.10.a y 1.10.b) en el grupo vector. En 

las Figuras 1.10.a y 1.9.b se observa que la sobreexpresión de FKBP52 provoca un 

aumento significativo (p≤0,01) de p-p65 Ser536 basal.  Adicionalmente, se produce un 

incremento no significativo de p-p65 Ser536 basal luego de la sobreexpresión de 

FKBP52 F130Y respecto del grupo vector basal.  El tratamiento con PMA para todos los 

tiempos evaluados no genera diferencias significativas entre los grupos FKBP52, 

FKBP52 F130Y y vector. La Figura 1.11 muestra las densitometrías de los ensayos de 

Western blot de la Figura 1.10 de la cantidad de p-p65 Ser536 basal para los grupos 

vector, FKBP52 y FKBP52 F130Y. Los resultados indican que hay un incremento 

significativo (p≤0,001) de p-p65 Ser536 que se correlaciona con el aumento de la 

sobreexpresión de FKBP52 respecto las células control transfectadas con el vector, y 

que dicho efecto no se consigue por la sobreexpresión de FKBP52 F130Y. 

A partir de las Figuras 1.7 a 1.11 se puede inferir que la actividad PPIasa de 

FKBP52 modularía el incremento basal de p65 total y de p-p65 Ser536. En su conjunto, 

los resultados de las Figuras 1.7 a 1.10 sugieren que la sobreexpresión de FKBP52 no 

desencadena cambios en el grado de fosforilación de p65, sino que se incrementa la 

cantidad de p65 total provocando la consecuente acumulación p-p65 Ser536 en 

condiciones basales. El aumento de p65 total observado por la transfección con el vector 

de expresión para FKBP52 sería dependiente de su actividad PPIasa.  
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Figura 1.10. Estudio temporal del efecto de FKBP52 y FKBP52 F130Y en la fosforilación de 

p65 en Ser536.   

a. Western blot representativo de la fosforilación de p65 (p-p65 Ser536) en función del tiempo de tratamiento con PMA 

(100 ng/ml; 0, 5,15,25,35 y 45 minutos) normalizado con tubulina para las distintas condiciones ensayadas: 

transfectado con plásmido de expresión para FKBP52 (FKBP52), FKBP52 F130Y (FKBP52F130Y) o el vector vacío 

(vector). La sobreexpresión de ambas FKBP, salvaje y mutante, se verificó con anticuerpo anti-FKBP52.   

b. Densitometría de 6 experimentos independientes de Western blot. Los resultados se expresan como promedio de 

p-p65 relativo a tubulina ± ES en función del tiempo de tratamiento con PMA para las tres condiciones ensayadas, i.e. 

transfección con vector, FKBP52 o FKBP52 F130Y.  

Referencias. Sobreexpresión de  vector,   FKBP52,  FKBP52 F130Y. *significativo respecto a grupo vector basal 

(p≤0,05).   
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Figura 1.11. Comparación de los niveles de p-p65 Ser536 entre células que sobreexpresan 

FKBP52 o FKBP52 F130Y. Recopilación de densitometría de Western blot anti-p-p65 Ser536 (Figuras 1.7 y 

1.8) para células transfectadas con el plásmido codificante para FKBP52 (FKBP52), FKBP52 F130Y (FKBP52 F130Y) 

o vector vacío (vector) en condiciones basales. Los valores se expresan como porcentaje promedio de proteína (p65 

o p-p65) relativo a GADPH ± ES. Los resultados obtenidos fueron relativizados al grupo vector considerado como 

proteína/GADPH igual a 100%.  

Referencias. Significativo respecto a vector (***p≤0,001). 

 

Efecto de la sobreexpresión de FKBP52 y de su actividad PPIasa sobre el 

transporte nuclear de p65.  

Otro de los eventos clave en la activación de NF-B es el pasaje del citoplasma al 

núcleo luego de la fosforilación y degradación de su proteína inhibitoria. FKBP52 por su 

parte, es una chaperona con la capacidad de unir a la proteína motora dineína a través 

de su dominio PPIasa (53, 115). En el nuevo modelo de transporte de los receptores 

esteroidales, FKBP52 interactúa con el receptor con mayor afinidad luego de la unión del 

ligando al factor de transcripción. El intercambio de FKBP51 dentro del complejo 

chaperonas•receptor de esteroides por FKBP52 como consecuencia de la unión a 

hormona, permite el transporte del mismo a lo largo de la red de microtúbulos por la 

acción de dineína hasta el núcleo (38, 40, 57, 108).  

Teniendo en consideración que FKBP52 regula la actividad transcripcional de NF-

B, se decidió estudiar si existe similitud entre el transporte retrógrado de p65 y el de los 
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receptores de esteroides como es el caso de GR, MR y PR. Con este fin, se trataron 

células Hek293T con TNF-α (10 ng/ml) para inducir el pasaje de p65 al núcleo. Se evaluó 

la localización nuclear de p65 por inmunofluorescencia indirecta y se asignó un puntaje 

a cada célula observada según el grado de localización nuclear del factor de 

transcripción. Los puntajes asignados corresponden a 0 si hay ausencia de p65 en el 

núcleo (localización enteramente citoplasmática) tal como se esquematiza en la Figura 

1.12.a. El puntaje 3 indica localización completamente nuclear de p65, mientras que los 

puntajes 1 y 2 fueron asignados a situaciones intermedias, dónde p65 no se podía 

considerar ni nuclear ni citoplasmático, tal como se ejemplifica en la Figura 1.12.a. En la 

Figura 1.12.b se presentan imágenes representativas de las inmunofluorescencias 

indirectas realizadas con los grupos de células transfectados con plásmido codificante 

para FKBP52 (FKBP52), FKBP52 F130Y (FKBP52 F1130Y) o el vector vacío (vector) en 

función de los tiempos de tratamiento con TNF-α (0, 30 y 60 minutos). En verde se 

observa la marca correspondiente detectada con anti-p65, mientras que en rojo se revela 

a FKBP52 endógena o a FKBP52-F130Y, según corresponda. Las flechas blancas 

dentro de las imágenes identifican a las células que efectivamente incorporaron el 

plásmido y que sobreexpresan a la IMM adecuada para cada grupo (rojo), con su 

correspondiente detección de p65 (verde). 

En la Figura 1.12.b se grafica el porcentaje de células con localización nuclear de 

p65 (puntaje 3) en función del tiempo de incubación con TNF-α. En el caso de las células 

transfectadas con FKBP52 o FKBP52 F130Y, solamente se consideraron en la 

cuantificación aquellas células que efectivamente sobreexpresaran estas FKBPs. En la 

totalidad de los grupos ensayados, vector, FKBP52 y FKBP52 F130Y, p65 se encuentra 

en el núcleo en el 70% de las células evaluadas a partir de los 30 minutos post-

tratamiento. Luego de los 60 minutos con TNF-α, en los grupos vector y FKBP52 F130Y 

el porcentaje de células con localización nuclear disminuye. Sin embargo, para FKBP52, 

el porcentaje células con p65 nuclear se mantiene durante un tiempo más prolongado, 

al menos hasta los 90 minutos examinados. Los resultados indican diferencias 

significativas (p≤0,05) en la localización nuclear de p65 para células transfectadas con 

FKBP52 respecto de la condición vector y de FKBP52 F130Y entre los 60 y 90 minutos 

de tratamiento con TNF-α. Las células que sobreexpresan FKBP52 muestran una mayor 

retención nuclear de p65 respecto grupo vector y a FKBP52 F130Y. En los grupos vector 

y FKBP52 F130Y hay un incremento del porcentaje de células con localización de p65 
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intermedia (puntaje 1 y 2) a partir de los 60 minutos post tratamiento con TNF-α (datos 

no mostrados). 

La Figura 1.12.c presenta el porcentaje de células con localización citoplasmática 

de p65 (puntaje 0) en función del tiempo de incubación con TNF-α. A partir de esta figura 

se encuentra que, en la mayor parte de las células, p65 deja de ser citoplasmático 

alrededor de los 30 minutos post- tratamiento con TNF-α, y que permanece de esta 

manera durante todo el tiempo ensayado (hasta los 90 minutos). No se descubrieron 

diferencias entre los diferentes grupos, vector, FKBP52 y FKBP52 F130Y en la 

localización citoplasmática de p65 a lo largo del tiempo.  
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Figura 1.12. Efecto de FKBP52 y de su actividad PPIasa sobre el transporte nuclear de p65. 

La localización subcelular de p65 fue evaluada luego del tratamiento con TNF-α (10 ng/ml) en función del tiempo para 

células Hek293T transfectadas con el plásmido de expresión para, FKBP52 (FKBP52), FKBP52 F130Y (FKBP52 

F130Y) o con el vector vacío (vector) por la técnica de inmnofluorescencia indirecta. Las imágenes fueron obtenidas 

con un microscopio Wide Field Olympus FV1000, y procesadas con el software Image-J (NIH). Los núcleos fueron 

identificados por su tinción con DAPI (canal no mostrado).  
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 a. Sistema de puntaje asociado al grado de localización nuclear de p65 (0 a 3). Los puntajes corresponden a: 0, 

completamente citoplasmático; 1 y 2, intermedio; 3, enteramente nuclear.  

 b. Imágenes representativas de inmunofluorescencias indirectas realizadas con anticuerpos anti p65 (verde) y anti 

FKBP52 (rojo) para células transfectadas con vector vacío (vector) que sobreexpresan FKBP52 (FKBP52) o FKBP52 

F130Y (FKBP52 F130Y) y tratadas con TNF-α (10 ng/ml). Se muestran tiempos representativos del tratamiento con 

TNF-α correspondientes a 0, 30 y 60 minutos de exposición.  

c.  Cuantificación de inmunofluorescencias acorde al puntaje mostrado en la parte a. La figura corresponde a 

localización de p65 nuclear (puntaje 3). Se grafica el porcentaje promedio de células con localización nuclear de p65 

± ES en función del tiempo de tratamiento con TNF-α (0 a 90 minutos).   

d. Cuantificación de inmunofluorescencias indirectas según el sistema de puntaje descripto en el panel ‘a’. La figura 

corresponde a localización de p65 citoplasmática o puntaje 0. Se grafica el porcentaje promedio de células con 

localización citoplasmática de p65 ± ES en función del tiempo de tratamiento con TNF-α (0 a 90 minutos).  

Referencias. Los grupos corresponden a:  Vector,   FKBP52,  FKBP52 F130Y. Las flechas blancas indican las 

células transfectadas con FKBP52 o con FKBP52 F130Y (rojo) y su correspondiente marca de p65 (verde).  

Significativo respecto a vector (*p ≤ 0,05 y :p ≤ 0,01). 

Los niveles proteicos de p65 son regulados por ubiquitinación y degradación 

proteasomal. 

Los resultados comentados anteriormente (Figura 1.7), indican que la 

sobreexpresión de FKBP52 es suficiente para estimular el aumento de los niveles de 

proteína p65. La cantidad de una proteína dada dentro de una célula es consecuencia 

del balance entre dos procesos contrapuestos, la síntesis de nueva proteína regulada a 

través de cambios en la transcripción del ARN mensajero (ARNm) codificante para dicha 

proteína y de la degradación de la proteína ya sintetizada. La bibliografía existente hasta 

el momento presenta escasa información acerca de la regulación de la expresión del gen 

RELA codificante para la proteína p65. Hay evidencia que la expresión de la subunidad 

p65 de NF-kB está regulada por dos factores: Sp1 y MDM2, (116), aunque ensayos 

CHIPseq para factores de transcripción generados por el consorcio del proyecto 

ENCODE muestran al menos 30 posibles factores de transcripción con sitio de unión en 

una región próxima al gen RELA y marca de histonas compatible con actividad 

transcripcional (117).   

La proteína p65 es degradada por el sistema ubiquitina-proteasoma, así como 

también por vía lisosomal (118). Pin-1, una inmunofilina de la subfamilia de las parvulinas 

con actividad PPIasa, presenta capacidad de inhibir la degradación proteasomal de p65 

mediante un mecanismo que involucra la fosforilación de p65 en la treonina 254 y 

posiblemente también, la actividad PPIasa de Pin-1 (13). Debido a que Pin-1 forma parte 

de la familia de las IMMs y que tiene actividad PPIasa como FKBP52, se decidió analizar 

si FKBP52 tiene la capacidad de estabilizar a la proteína p65. Se estudió el tiempo de 

degradación de p65 mediante el ensayo de Western blot y la incubación con dos 
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inhibidores de la síntesis proteica, puromicina y cicloheximida para distintos tiempos 

ensayados. De los resultados obtenidos mostrados en la Figura 1.13 se concluye que el 

50% de la proteína p65 se degrada luego de 20 horas de tratamiento con puromicina (1 

µg/ml) (Figura 1.13.a y b), mientras que con cicloheximida (200 ng/ml) esto ocurre 

alrededor de las 8 horas post-incubación (Figura 1.13.c y d). En las Figuras 1.13. a y c 

se muestran los Western blot correspondientes a los ensayos de puromicina y 

cicloheximida revelados con anticuerpo anti-p65, mientras que en las Figuras 1.12.b y d 

se exponen los resultados de la densitometría correspondiente como el cociente entre 

p65 y GADPH en función del tiempo de incubación con puromicina o cicloheximida. Los 

resultados permiten concluir que p65 se degrada activamente en células Hek293T, aún 

en ausencia de estímulos externos como PMA o TNF-α, y que además este proceso es 

importante en el mantenimiento de la cantidad de proteína del factor de transcripción de 

la célula. A pesar de que el tratamiento con cicloheximida pareciera tener una mayor 

efectividad en la inhibición de la síntesis de p65, se ha reportado que esta droga también 

puede afectar la actividad PPIasa (1). Por tal motivo, priorizamos el uso de puromicina 

en el ensayo de la Figura 1.15. 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.13. Estudio de la degradación de p65.   
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a. Ensayo de Western blot para evaluar la disminución en los niveles de p65 luego del tratamiento con puromicina 

(1µg/ml) para diferentes tiempos de tratamiento con la droga (0 a 20 horas). 

b. Densitometría del ensayo de puromicina. Los resultados se grafican como p65/GADPH en U.A en función del tiempo 

de tratamiento con puromicina, relativizados a la condición 0 horas puromicina con p65/GADPH al que se le asignó 1 

U.A.  

c. Ensayo de Western blot para evaluar la disminución de los niveles de p65 luego del tratamiento con cicloheximida 

para diferentes tiempos de tratamiento con la droga (0 a 20 horas). 

 d. Densitometría del ensayo de cicloheximida. Los resultados se expresan como cantidad de proteína p65/GADPH 

en U.A. en función del tiempo de tratamiento con cicloheximida, relativizados a la condición 0 horas cicloheximida a la 

que se le asignó p65/GADPH igual a 1 U.A. 

 

El tratamiento con el inhibidor del proteasoma MG132, permite determinar si la 

degradación de p65 ocurre mediante la vía de ubiquitina-proteasoma. MG132 favorece 

la acumulación de proteínas poli-ubiquitinadas y la presencia una proteína poli-

ubiquitinada se interpreta como que la misma es blanco de degradación por la 

maquinaria proteasomal (119, 120). Con la finalidad de determinar si la cantidad de 

proteína p65 es regulada mediante la degradación por la vía ubiquitina-proteasoma se 

realizó un ensayo de ubiquitinación para p65. El experimento consistió en la 

sobreexpresión de una proteína de fusión entre p65 y un tag de hemaglutinina (p65-HA), 

y la transfección con un vector codificante para la proteína ubiquitina acoplada al mismo 

tag (Ub-HA). Mediante la inmunoprecipitación con anticuerpo anti-p65 (I) se identificó a 

p65 y se la presencia de Ub-HA mediante Western blot con un anticuerpo que reconoce 

el tag hemaglutinina (anti-HA) (Figura 1.14). Adicionalmente se realizó un control de 

especificidad de la inmunoprecipitación con un anticuerpo IgG no específico (NI). Como 

consecuencia de este ensayo, se evidencia la aparición de bandas de p65 poli-

ubiquitinada (Poli Ub-HA p65) en la fracción I luego del tratamiento con MG132 (5µM) 

durante 24 horas. En virtud de los resultados obtenidos en los experimentos de las 

Figuras 1.13 y 1.14 se concluye que la proteína p65 es ubiquitinada y degradada por el 

proteasoma en células Hek293T en el tiempo estudiado. 
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Figura 1.14. Ensayo de ubiquitinación de p65.  a. Western blot para evaluar la ubiquitinación de p65. 

Las células fueron transfectadas con plásmido codificante para Ub-HA y para p65-HA y/o tratadas con el inhibidor del 

proteasoma MG132 (5 µM) durante 24 horas para favorecer la acumulación de proteínas ubiquitinadas. Los lisados 

celulares fueron inmunoprecipitados con anticuerpo anti-p65 (I) o con anticuerpo IgG no específico (NI) y revelados 

para detectar la presencia de p65 con anticuerpo anti-p65 y la aparición de bandas de ubiquitinación con anticuerpo 

anti-HA. Se verificó la presencia de p65 y ubiquitina-HA en los lisados indicados como fracción total para células 

tratadas con y sin MG132.  

Referencias. Las flechas negras indican las bandas de p65 poliubiquitinada (Poli Ub-HA p65) y de p65-HA según se 

indica sobre la figura. mk: macador de peso molecular.  

Estudio de la estabilidad de p65 en células que sobreexpresan FKBP52.  

Se mostró previamente en la Figura 1.7, que la sobreexpresión de FKBP52 

favorece el incremento de los niveles proteicos de la subunidad p65. Es entonces posible 

que FKBP52 pueda tener un efecto inhibitorio sobre la degradación de p65, o bien ser 

un potenciador de la transcripción del ARNm de p65. En ambos casos, la sobreexpresión 

de FKBP52 mostraría un aumento en la cantidad de proteína p65 similar al observado 

en la Figura 1.7. El tratamiento con un inhibidor de la síntesis proteica permite discernir 

entre estas dos alternativas. No se puede utilizar cicloheximida ya que afecta la actividad 

enzimática de PPIasa, pero la puromicina sí posibilita evidenciar cambios en la expresión 

de p65 independientemente de las variaciones en los niveles del ARNm. 

Con el propósito de dilucidar el mecanismo por el cual FKBP52 induce la 

acumulación de proteína p65, se efectuó un ensayo de puromicina similar al de la Figura 

1.13.a, pero en este caso, para células transfectadas con el plásmido codificante para 

FKBP52 (FKBP52) o el vector vacío (vector) (Figura 1.15.a). Las células fueron 
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incubadas con la mezcla de transfección durante 48 horas, y posteriormente fueron 

tratadas durante 20 h con puromicina (1µg/ml). Ello generó una disminución de la 

cantidad de p65 total para los grupos vector y FKBP52. La disminución en los niveles 

proteicos de p65 por el tratamiento con puromicina fue de menor magnitud en el grupo 

FKBP52 comparado con el grupo vector (50% vs 70%). Esta diferencia entre ambos 

grupos tratados con puromicina insinúa que FKBP52 funcionaría como un inhibidor de la 

degradación de p65.  

En la Figura 1.15.b se muestra el ensayo de Western blot de grupos de células co-

transfectadas con plásmido codificante para p65-HA y con el plásmido de expresión de 

FKBP52 (FKBP52) o vector vacío (vector). Luego de 48 horas post-transfección, las 

células fueron tratadas con MG132 (5 µM) durante 24 h adicionales o con vehículo. El 

Western blot resultante fue revelado con anticuerpo anti-p65, anti-HA, anti-FKBP52 y 

anti-GAPDH como control de carga. El tratamiento con MG132 se tradujo en un aumento 

del nivel de proteína p65 tanto en las células control transfectadas con el vector como en 

las que sobreexpresan a FKBP52 respecto a las células tratadas con vehículo, indicando 

que p65 está sujeta a una degradación activa vía proteasoma en condiciones normales. 

El incremento de p65 luego del tratamiento con MG132 fue mayor para el grupo FKBP52 

respecto al grupo vector. La sobreexpresión de FKBP52 generó un aumento en los 

niveles proteicos de p65 exógeno (detectado con anti-HA y con un PM calculado de 70-

kDa.). Como se describe en la sección Materiales y Métodos, el vector de expresión para 

p65-HA cuenta con un promotor constitutivo de secuencia nucleotídica diferente al 

promotor endógeno del gen RELA. A la luz de estos resultados, el efecto de FKBP52 

sobre los niveles de proteína p65 probablemente sea consecuencia de una regulación a 

nivel de la degradación de p65 y no sobre la transcripción del ARNm de p65. 
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Figura 1.15. Estudio de la estabilidad de p65 luego de la transfección de FKBP52.  

 a. Ensayo de Western blot para evaluar la disminución en los niveles de endógenos de p65 ante la sobreexpresión 

de FKBP52 (FKBP52) luego del tratamiento de las células con puromicina. Las células fueron transfectadas durante 

48 horas y luego tratadas con puromicina (1µg/ml) durante 20 horas adicionales. Los lisados celulares se evaluaron 

para la presencia de las proteínas de interés con anticuerpos anti-GADPH (control de carga), anti-p65 y anti-FKBP52.  

b. Ensayo de Western blot realizado para células transfectadas con los plásmidos de expresión para p65-HA y FKBP52 

(FKBP52) o vector vacío (vector) durante 48 horas y tratadas posteriormente con MG-132 (5µM) durante 24 horas 

adicionales. Los lisados celulares fueron evaluados para la presencia de p65, FKBP52 y GADPH.  

Expresión de genes regulada por NF-B 

Tal como se demostró en las Figuras 1.1 a 1.4 por ensayos de gen reportero, 

FKBP52 estimula la actividad transcripcional de NF-B de forma PPIasa-dependiente. 

Con el fin de estudiar si FKBP52 tiene además la capacidad de modular la transcripción 

de genes regulada por NF-B (121, 122) se realizaron ensayos de qPCR. Con este fin, 

se transfectaron células Hek293T con plásmido de expresión para FKBP52 (FKBP52), 

FKBP52 F130Y (FKBP52 F130Y) o el vector vacío (vector) y luego se trataron durante 4 

horas en presencia de TNF-α (10 ng/ml) o ausencia (basal). Se evaluó con primers 

específicos la expresión del ARNm de MMP-9, Bax y de actina. Los niveles de ARNm de 

actina se utilizaron como control interno. Los resultados se muestran en la Figura 1.16 y 

se expresan en veces de inducción de ARNm de MMP-9 o Bax respecto al grupo vector 
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tratado con TNF-α. Los valores fueron normalizados a la expresión de ARNm de actina 

y calculados según el método de doble delta CT  (∆∆CT, sección Materiales y Métodos). 

La Figura 1.16 evidencia que el grupo FKBP52 tratado con TNF-α presenta un 

incremento en la expresión de ARNm de MMP-9 y de Bax respecto del grupo vector 

tratado con TNF-α. El grupo FKBP52 F130Y tratado con TNF-α mostró una disminución 

en la expresión de ARNm de MMP-9 y de Bax en comparación con las células 

transfectadas con el vector codificante para FKBP52 y tratadas con TNF-α. Estos datos 

experimentales sugieren que FKBP52 regula positivamente la transcripción de genes 

blanco de NF-B luego de la estimulación con TNF-α, MMP-9 y Bax, en forma 

dependiente de su actividad PPIasa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.16. Expresión ARNm de MMP-9 y Bax por qPCR. La expresión de ARNm de MMP-9 y Bax 

fue evaluada por qPCR y normalizada con la expresión de ARNm de actina. Los resultados obtenidos se muestran 

como el promedio de veces de inducción de la expresión de ARNm normalizada ± ES para células transfectadas con 

los plásmidos de expresión para FKBP52, FKBP52 F130Y o el vector vacío. Las veces de inducción de ARNm fueron 

determinadas por el método de ∆∆CT y calculada según 2-(CT gen blanco- CT actina)TNF-α – (CT gen blanco – CT actina) como se 

detalla en la sección Materiales y Métodos.   

Evaluación de la interacción de p65 con FKBP52 en células Jurkat 

NF-B tiene un rol crucial durante distintas etapas de la iniciación y progresión del 

cáncer. La acción de NF-B está involucrada en la proliferación de células tumorales y 

en numerosas neoplasias hematológicas, así como en la supresión de la apoptosis y la 

estimulación de la angiogénesis, y en la inducción de la transición epitelio-mesenquimal 

que facilita la metástasis (78, 90). La línea celular Jurkat es una línea celular humana 
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establecida a partir de sangre periférica de un paciente con leucemia linfoblástica aguda. 

Las células Jurkat muestran características de linfocitos T CD3+ (123), y la actividad de 

NF-B puede ser inducida en estas células por diferentes estímulos entre los que se 

incluyen PMA, TNF-α, LPS, IL-1, entre otros. 

Resultados previos ya comentados en la Introducción demostraron que existe 

interacción directa entre la subunidad p65 y FKBP52, lo cual fue demostrado con ambas 

proteínas purificadas [sección Introducción; (34)]. Dicha interacción se favorece por el 

tratamiento de células Hek293T con PMA. Con el propósito de determinar si la 

interacción de p65 con FKBP52 tiene lugar en células cancerosas y permite la regulación 

de NF-B, se realizó un ensayo de co-inmunopreciptación en lisados de células Jurkat 

estimuladas o no. Se evaluó la posible interacción de p65 con FKBP52 y otras 

chaperonas normalmente asociadas a los receptores de esteroides frente a diferentes 

activadores de NF-B. Para ello, las células fueron tratadas con PMA (100 ng/ml), TNF-

α (10 ng/ml), LPS (1 µg/ml) o con vehículo (control) durante 30 minutos y luego 

procesadas según el protocolo de inmunoprecipitación detallado en la sección Materiales 

y Métodos. Los lisados celulares se incubaron con el anticuerpo inmunoprecipitante anti-

p65 (I), o bien con anticuerpo IgG no específico (NI). Se detectó la presencia de p65, 

FKBP52, Hsp70 y Hsp90 en los inmunoprecipitados y en las fracciones totales con 

anticuerpos específicos. La Figura 1.17 presenta la co-inmunoprecipitación de FKBP52 

con p65 para el tratamiento control y con los distintos agentes estimulantes. En virtud de 

los resultados obtenidos, se puede determinar que existe un incremento en la cantidad 

de FKBP52 co-inmunoprecipitado en las condiciones tratadas con activadores de NF-B 

respecto al control. No se logró recuperar a la chaperona de choque térmico Hsp90 en 

la fracción inmunoprecipitada, lo cual era esperable ya que similares resultados del grupo 

de trabajo se han obtenido con lisados de Hek293T (40). Los complejos de NF-B no se 

vieron asociados a esta chaperona, aunque sí lo hicieron con Hsp70, también en 

hallazgos recientes realizados por otros grupos de trabajo (118). Adicionalmente, el 

tratamiento de las células con PMA, TNF-α o LPS no sólo favorece la interacción entre 

p65 y FKBP52, sino que también se recluta a Hsp70.  

La ausencia de interacción entre Hsp90 y p65 también fue obtenida en ensayos de 

co-inmunopreciptación en la línea celular Hek293T (34). Los resultados obtenidos para 

los ensayos de gen reportero con la proteína mutante FKBP52 K354A presentados en la 

Figura 1.4 mostraron una disminución parcial de la actividad transcripcional de NF-B 
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respecto de FKBP52 wild type. En relación con estos hallazgos, cabe aclarar que la 

mutante FKBP52 K354A no tiene capacidad de interactuar con Hsp90, pero se 

desconoce si pierde también la habilidad de unir a Hsp70. También podría ocurrir, que 

la mutante FKBP52 K354A pierda la interacción con Hsp90 y que esto afecte a cofactores 

transcripcionales reclutados a los sitios de transcripción, muchos de los cuales son 

proteínas TPR clientes de Hsp90 (48, 61). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.17. Evaluación de la interacción de p65 con FKBP52 y proteínas de choque 

térmico (Hsps). Co-inmunoprecipitación de p65 con FKBP52 y Hsps en células Jurkat luego del tratamiento control 

(sin estímulo), con PMA (100 ng/ml), TNF-α (10 ng/ml) o LPS (1 mg/ml) durante 30 minutos. Se evaluó la presencia 

de p65, Hsp90, Hsp70 y FKBP52 en la fracción total y en los inmunoprecipitados incubados con anticuerpo anti p65 

(I) y con anticuerpo IgG no específico (NI) para todos los tratamientos realizados. 

Referencias. anti-p65 (M): anticuerpo anti-p65 isotipo ratón. anti-p65 (R): anticuerpo anti-p65 de isotipo de conejo. I: 

Inmunoprecipitación con anticuerpo específico anti-p65. NI: Inmunoprecipitación con anticuerpo no específico. La 

flecha negra indica la banda específica correspondiente a la proteína revelada por Western blot. 

Efecto de FK506 sobre Metaloproteasa 9 en células Jurkat. 

La Metaloproteasa 9 de Matriz extracelular (MMP-9) es una proteína con actividad 

de gelatinasa que es secretada al medio extracelular y su expresión es regulada por el 

factor de transcripción NF-B (124). La acción de MMP-9 está involucrada en la 

angiogénesis, la migración celular y en la progresión de numerosos tumores, por lo que 

es un blanco farmacológico ampliamente estudiado en el tratamiento contra el cáncer. 

Se ha demostrado recientemente que, además, MMP-9 es relevante en la leucemia 

linfoblástica crónica debido a sus efectos sobre la migración celular y la apoptosis (125-

127). En virtud de que las células Jurkat expresan en forma inducible tanto MMP-9 como 

MMP-2 (128), se decidió evaluar los niveles de MMP-9 en estas células. En la Figura 

1.16 se demostró que la expresión de MMP-9 resultó ser dependiente de la actividad 
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PPIasa de FKBP52 y, por lo tanto, se decidió evaluar si el tratamiento con FK506 podía 

afectar la expresión de MMP-9 en células Jurkat.  

Se trataron células Jurkat en presencia de TNF-α (10 ng/ml) durante 24 horas: Una 

parte de las células tratadas con TNF-α fueron adicionalmente pre-incubadas durante 1 

hora con FK506 (0,5, 1 y 5 µM). Los niveles proteicos de MMP-9 se analizaron por 

Western blot, tal como se muestra en la Figura 1.18. El tratamiento con TNF-α ocasionó 

un aumento en la cantidad de MMP-9 en comparación con la condición basal. El 

tratamiento con FK506 disminuyó los niveles de MMP-9 para todas las concentraciones 

evaluadas hasta niveles aún inferiores a los detectados para la condición basal.  

 

 

 

 

 

Figura 1.18. Efecto de FK506 sobre MMP9 en células Jurkat. 

Ensayo Western blot para MMP9 y GADPH de lisados totales de células Jurkat tratadas con distintas cantidades de 

FK506 (0,5 a 5 µM) y con TNF-α (10 ng/ml). Células Jurkat fueron pre-incubadas durante 1 hora con FK506 luego 

tratadas con TNF-α durante 24 horas.  

 

En resumen, los resultados presentados en este capítulo permiten afirmar que 

FKBP52 es un regulador positivo de la actividad de NF-B y que su actividad PPIasa es 

clave en la activación del factor de transcripción. En particular, FKBP52 regula la 

acumulación de proteína p65 disminuyendo su degradación, la actividad transcripcional 

de NF-B y adicionalmente favorece la retención nuclear de p65. Además, se ha 

demostrado que la interacción entre FKBP52 y p65 no sería exclusiva de un modelo 

celular dado. Los resultados sugieren, además, que la droga FK506 podría ser utilizada 

para inhibir de manera indirecta los efectos biológicos de NF-B. 
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Capítulo 2: 

Modulación de NF-B por FK506-binding protein 

51 kDa. 
 

FKBP51 es una proteína perteneciente a la superfamilia de las IMMs, y  a la 

subfamilia de las FKBPs o FK506-binding proteins. Al igual que FKBP52, FKBP51 es una 

FKBP de alto peso molecular. FKBP51 presenta con tres dominios estructurales: un 

dominio N-terminal FK1 con actividad peptidil-prolil isomerasa, un dominio intermedio 

FK2 sin actividad enzimática y un dominio c-terminal TPR con sitio de unión para la 

chaperona de choque térmico Hsp90. FKBP51 cuenta con un 70 % de similitud de 

secuencia y estructural conFKBP52 (108). A pesar de las similitudes estructurales con 

FKBP52, ambas proteínas suelen tener roles biológicos antagónicos. En el modelo de 

activación de los receptores de esteroides, FKBP52 potencia la activación transcripcional 

del receptor de glucocorticoides (GR), mineralocorticoides (MR), progesterona (PR) y 

andrógenos (AR) y también  favorece su translocación nuclear (36, 38, 40, 57, 108). Por 

el contrario, FKBP51, es un inhibidor de la transcripción dependiente de GR y PR, y 

retrasa la localización nuclear de los receptores en presencia de hormona (36, 37, 40); 

con excepción del receptor de andrógenos, para el cual FKBP51 regula positivamente 

su acción (39, 59, 108).  

Chen G., et. al.(106) fueron pioneros en reportar la interacción entre Hsp90 y el 

complejo de quinasas IKK encargadas de fosforilar a la proteína inhibitoria  de NF-B, 

iB. Posteriormente, se determinó que Hsp90, la co-chaperona Cdc37 y FKBP51 

participan  de forma transitoria del complejo de quinasas IKK. Estas chaperonas y co-

chaperonas son necesarias para la maduración y la activación de IKK (107). Otro grupo 

de investigación ha propuesto que FKBP51 afecta la acción de NF-B en células de 

melanoma, sugiriendo que existe una interacción entre IKK, FKBP51 y TRAF2, una 

proteína de señalización en la activación de NF-B río arriba de IKK [(105), sección 

Introducción]. 

Los resultados del Capítulo 1 demostraron que existe una regulación de NF-B por 

FKBP52 de forma similar a lo reportado para los RE. Las evidencias anteriores en su 
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conjunto, así como la experiencia previa del laboratorio en el trabajo con chaperonas 

motivaron el estudio de la modulación de NF-B por FKBP51.  

Adicionalmente, resultados previos de nuestro laboratorio presentados en la 

sección Introducción  en la línea celular de fibroblastos Hek293T que:  

1- la sobreexpresión de FKBP51 tiene un efecto inhibitorio sobre la activación 

transcripcional de NF-B. 

2- FKBP51  retrasa la translocación nuclear de p65 en células estimuladas con 

PMA como se determinó por inmunofluorescencia indirecta. ,  

3- y que FKBP51 interactúa con p65 preferencialmente en ausencia de PMA, 

según demostrado por ensayos de co-inmunopreciptación. 

Estos resultados proponen una posible acción inhibitoria de FKBP51 sobre la 

regulación de NF-B en este tipo celular, contraria a lo reportado en melanoma (31, 60, 

105) y antagónica al efecto observado con FKBP52 para NF-B.  

En este capítulo se abordarán los objetivos 1 a 5 de la sección Objetivos centrados 

en el rol de FKBP51 y sus diferentes dominios sobre la actividad de NF-B. En resumen, 

se estudiará la acción de FKBP51 en diferentes pasos de la cascada de señalización de 

NF-B y la contribución de su actividad enzimática sobre dicha regulación.  

Evaluación de la actividad transcripcional de NF-B en respuesta a TNF-α 

Los resultados comentados en la Introducción muestran que la sobreexpresión de 

FKBP51 inhibe la activación transcripcional de NF-B inducida por PMA. Por otro lado, 

en el capítulo I se determinó que la sobreexpresión de FKBP52 induce la activación 

transcripcional de NF-B estimuladas tanto con TNF-α como con PMA. En la Figura 2.1 

se muestra el efecto de la sobreexpresión de FKBP51 sobre la actividad transcripcional 

de NF-B por medio del ensayo de gen reportero en células estimuladas con TNF-α. Los 

resultados de actividad transcripcional fueron cuantificados según se detalla en la 

sección Materiales y Métodos, y expresados en unidades arbitrarias (U.A.). Los valores 

de actividad transcripcional se relativizaron al grupo vector tratado con TNF-α (10 ng/ml), 

al cual se le asignó una actividad transcripcional de NF-B igual a 100 U.A. La 

sobreexpresión de FKBP51 presentó una inhibición significativa de la activación 

transcripcional de NF-B por TNF-α, de forma similar al efecto observado en células 

transfectadas con el vector de expresión para FKBP51 y tratadas con PMA presentado 

en la sección Introducción.  
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Figura 2.1. Efecto de FKBP51 sobre la actividad transcripcional de NF-B luego de la 

estimulación con TNF-α.  

La actividad transcripcional de NF-B fue determinada por el ensayo de gen reportero para NF-B en células 

Hek293T a partir de la medición de la actividad enzimática codificada en el gen luciferasa normalizada con la 

actividad enzimática de -galactosidasa (según sección Materiales y Métodos). Los resultados se expresan como 

el promedio de la actividad transcripcional de NF-B ± ES para los grupos transfectados con el plásmido 

codificante para FKBP51 (FKBP51, 1µg) o con el vector vacío (vector, 1µg) y tratados con TNF-α (10 ng/ml) 

durante 6 horas. Los valores obtenidos se presentan en unidades arbitrarias (U.A.), asignando 100 U.A. al grupo 

transfectado con el vector vacío e incubado con TNF-α.  Referencias: ** significativo respecto al grupo transfectado 

con vector vacío y tratado con TNF-α (p≤0,01). 

Estudio del efecto de la actividad PPIasa de FKBP51 en la activación 

transcripcional de NF-B. 

El dominio FK1 de FKBP51 presenta alta homología de secuencia con el dominio 

FK1 de FKBP52, al igual que muestra actividad enzimática de PPIasa susceptible de ser 

inhibida por la droga FK506 (129). Dado que en los resultados presentados en el Capítulo 

I se evidenció que la actividad enzimática de PPIasa  de FKBP52 tiene un rol central en 

la activación de NF-B, se decidió evaluar si la actividad PPIasa de FKBP51 podría tener 

efecto sobre este mismo evento. Con este objetivo se utilizaron dos estrategias 

diferentes, las células fueron tratadas con FK506, un, o bien transfec tadas con  el 
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plásmido codificante para una doble mutante puntual de FKBP51 sin actividad enzimática 

(FKBP51 FD67/68DV). 

En la Figura 2.2 se evaluó el efecto de FK506 sobre la actividad transcripcional de 

NF-B por ensayos de gen reportero en células transfectadas con el vector de expresión 

para FKBP51 (FKBP51, 1g) o con el vector vacío (vector, 1 g), y/o pre-incubadas con 

FK506 (1 M) durante 30 minutos l tratamiento cocon PMA (100 ng/ml) durante 6 horas 

adicionales. Los resultados indican que el tratamiento con FK506 no modifica la acción 

inhibitoria de FKBP51 sobre la actividad transcripcional de NF-B, sugiriendo que la 

actividad enzimática de PPIasa de FKBP51 no participa en esta regulación. De igual 

forma, los resultados de la Figura 2.3 muestran que la sobreexpresión de una doble 

mutante puntual de FKBP51 sin actividad PPIasa (FKBP51 FD67DV, 0,5 – 1,0 g) no 

presenta diferencias significativas respecto a la condición transfectada con FKBP51 wild 

type. En la Figura 2.3.b se presenta un Western blot representativo del ensayo y la 

sobreexpresión de FKBP51. El anticuerpo utilizado anti-FKBP51 permite la detección de 

FKBP51 wild type, pero no así de la mutante. Aunque la proteína FKBP51 FD67DV no 

puede ser detectada por este método, , aunque es sí es posible evidenciar su efecto 

sobre la activación transcripcional de NF-B.   

Las resultados presentados en Figuras 2.2 y 2.3 llevan a concluir que la actividad 

de PPIasa FKBP51 no es necesaria paradel efecto inhibitorio de FKBP51 sobre la 

actividad transcripcional de NF-B. Esto presenta una diferencia sustancial respecto a lo 

observado mediante la sobreexpresión de FKBP52, donde su actividad enzimática sí era 

indispensable en la regulación del factor de transcripción. Los rsugierenel uso del 

macrólido no tendría efecto sobre FKBP51. La acción inhibitoria de FK506 reportada en 

el Capítulo 1 con células que sobreexpresan FKBP52 no tendría como blanco la actividad 

PPIasa de FKBP51, sino la de FKBP52. 
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Figura 2.2. Estudio del efecto FK506 sobre la inhibición en la actividad transcripcional de 

NF-κB mediada por FKBP51.  

La actividad transcripcional fue determinada por el ensayo de gen reportero mediante la medición de la actividad 

enzimática del gen luciferasa codificado en el vector reportero y normalizada con la actividad de -galactosidasa 

(según Materiales y Métodos). Los resultados obtenidos se expresan en U.A. como el promedio de actividad 

transcripcional ± ES, asignando 100 U.A. a la condición tratada con PMA y transfectada con el vector vacío. Las células 

fueron transfectadas con el plásmido codificante para FKBP51, o el vector vacío y/o tratadas con FK506 (1M) durante 

30 minutos, previo a una incubación con PMA (100 ng/ml) durante 6 horas adicionales.  

Referencias: Significativo respecto a las células que sobreexpresan FKBP51 y fueron tratadas PMA (* p≤0,05). ns: no 

significativo respecto células que sobreexpresan FKBP51 tratadas con PMA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0

5 0

1 0 0

1 5 0

E fe c to  F K 5 0 6  s o b re  F K B P 5 1  e n  la

 a c tiv id a d  tra n s c r ip c io n a l d e  N F - B

A
c

ti
v

id
a

d
 t

ra
n

s
c

ri
p

c
io

n
a

l

N
F

- 
B

  
(U

.A
.)

F K B P 5 1  (1  g )

F K 5 0 6  (1  M )

+

- - +

P M A + + +

+

-

+

- +

n s

Efecto de FK506 FKBP51 en la  

actividad transcripcional de NF-B 

 

A
c
ti
v
id

a
d

 t
ra

n
s
c
ri
p

c
io

n
a

l 

 N
F

-
B

 (
U

.A
.)

 

 



Capítulo 2 

 

 142 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.3. Estudio del efecto de la actividad de PPIasa de FKBP51 sobre la actividad 

transcripcional de NF-κB con una doble mutante puntual de FKBP51. 

 La actividad transcripcional fue determinada por el ensayo de gen reportero mediante la medición de la actividad 

enzimática de luciferasa codificada en el vector reportero y normalizada con la actividad de -galactosidasa (según 

Materiales y Métodos). Los resultados obtenidos se expresan como el promedio de actividad transcripcional ± ES en 

U.A., asignando 100 U.A. a la condición transfectada con el vector vacío y tratada con PMA. Las células fueron 

transfectadas con el vector de expresión para FKBP51 (FKBP51, 1g), FKBP51 FD67/68DV (0,5 – 1,0 g)  o el vector 

vacío (vector, 1g) y tratadas con PMA (100 ng/ml). 

Referencias: * significativo respeto a células tratadas con PMA que sobreexpresan FKBP51 (p≤0,05). ns: no 

significativo respecto a células tratadas con PMA que sobreexpresan FKBP51. 

Efecto del dominio TPR de FKBP51 sobre la activación transcripcional de NF-B. 

A pesar de la alta similitud estructural entre FKBP51 y FKBP52, la orientación y 

apertura de los dominios TPR de ambas proteínas constituye la principal diferencia entre 

ambas [sección Introducción, (108)]. Experimentos con proteínas quimeras demostraron 

que los dominios TPR de FKBP51 y FKBP52 son funcionalmente intercambiables para 

la regulación de GR, no así los PPIasa que son los responsables de la identidad funcional 

de cada IMM [sección Introducción, (57, 108)]. Los dominios TPR de FKBP51 también 
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conforman una región de unión a la chaperona Hsp90, y esta unión es necesaria para la 

formación de complejos con PR (37). Estudios previos sobre NF-B y Hsp90, proponen 

a FKBP51 como parte de un complejo entre las quinasas IKK, Hsp90 y Cdc37 [Sección 

Introducción, (105-107)]. El dominio TPR de FKBP51 y su capacidad de unión a Hsp90 

resultaron de importancia tanto en el modelo de activación de los receptores de 

esteroides, como para la interacción reportada con el complejo de quinasas IKK. Por tal 

motivo, en el presente trabajo se evaluó el posible efecto de la interacción entre FKBP51 

y Hsp90 sobre la acción inhibitoria de esta IMM sobre NF-B. Se utilizaron dos 

estrategias diferentes: la sobreexpresión de una mutante puntual de FKBP51 sin 

capacidad de unión a Hsp90 (brindada generosamente por el Dr. David Smith, Mayo 

Clinic, Scottsdale, AZ), FKBP51 K352A (52), y la transfección con un plásmido 

recombinante  que codifica para un dominio TPR unido a la secuencia del octapéptido 

flag.  

En la Figura 2.4 se presenta el ensayo de gen reportero para la actividad 

transcripcional de NF-B en células que sobreexpresan FKBP51 K352A (FKBP51 

K352A, 0,1, 0,5 o 1 g) o el vector vacío (vector, 1 g) y tratadas con PMA. La 

sobreexpresión de FKBP51 K352A (1 g) presenta una inhibición de la activación 

transcripcional de NF-B significativa respecto al tratamiento con PMA, y comparable a 

la observada con FKBP51 wild type (Figura 2.3 y 2.5). En base a estos resultados 

podemos proponer que la unión entre FKBP51 y Hsp90 no resulta necesaria para el 

efecto inhibitorio de FKBP51 sobre la activación transcripcional del factor de 

transcripción. 
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Figura 2.4. Efecto de FKBP51 K352A sobre la actividad transcripcional de NF-B.  

a. La actividad transcripcional fue determinada por el ensayo de gen reportero mediante la medición de la actividad 

enzimática del gen luciferasa codificado en el vector reportero y normalizada con la actividad de -galactosidasa 

(según Materiales y Métodos). Los resultados obtenidos se expresan como el promedio de actividad transcripcional ± 

ES en U.A, asignando 100 U.A. al grupo transfectado con el vector vacío y tratado con PMA. Las células fueron 

transfectadas con el vector codificante para FKBP51 K352A (0,1, 0,5 o 1,0 g) o el vector vacío y tratadas con PMA 

(100 ng/ml) durante 6 horas.  

b. Western blot representativo del ensayo de gen reportero y de la sobreexpresión de FKBP51 K352A. 

Referencias: * significativo respecto a células transfectadas con el vector vacío y tratadas con PMA (p≤0,05). 

 

En la Figura 2.5 se presenta el ensayo de gen reportero correspondiente a la co-

transfección con el vector recombinante para el dominio TPR (flag-TPR) y el plásmido de 

expresión para FKBP51. La sobreexpresión del péptido flag-TPR resultó en una pérdida 

del efecto inhibitorio de FKBP51 sobre la actividad transcripcional de NF-B, indicando 

que el péptido recombinante podría competir con proteínas con dominios TPR e influir 

de esta forma sobre la regulación de NF-B.  
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En su conjunto, los resultados de las Figura 2.4 y 2.5 se sugieren que la acción de 

FKBP51 sobre la actividad transcripcional de NF-B no depende de su capacidad de 

unión a Hsp90, pero sí que el dominio TPR es capaz de interrumpir alguna interacción 

relevante en la vía de señalización de NF-B. Sin embargo, es necesario también 

considerar que la transfección con péptido flag-TPR podría no solo interrumpir la 

interacción entre FKBP51 y Hsp90, sino también la interacción de las chaperonas Hsp70 

y Hps90 con otras proteínas con dominios TPR. Si bien FKBP51 presenta mayor afinidad 

por Hsp90 in vitro, también exhibe capacidad de unión con Hsp70 (sección Introducción), 

y la sobreexpresión del péptido flag-TPR podría también irrumpir esta interacción.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.5. Efecto de la co-transfección del dominio TPR y FKBP51 sobre la activación 

transcripcional de NF-B.  

a. La actividad transcripcional fue determinada por el ensayo de gen reportero mediante la medición de la actividad 

enzimática de luciferasa codificada en el vector reportero y normalizada con la actividad de -galactosidasa (según 

Materiales y Métodos). Los resultados obtenidos se expresan como el promedio de actividad transcripcional ± ES en 

U.A., asignando 100 U.A. a las células transfectadas con el vector vacío y tratadas con PMA. Las células fueron 
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transfectadas con plásmido codificante para FKBP51 (FKBP51, 1g) o el vector vacío (vector, 1g) y el plásmido 

recombinante para el péptido flag-TPR (0,05 o 0,25 g) en presencia de PMA (100 ng/ml).   

b. Western blot representativo del ensayo de gen reportero revelado con anticuerpo anti-flag.  Referencias: 

Significativo respecto a células que sobreexpresan FKBP51 y tratadas con PMA (*p ≤ 0,05). 

Estudio del efecto de FKBP51 sobre la fosforilación y degradación de IBα. 

La fosforilación y degradación de IBα son dos eventos clave en la activación de la 

vía canónica de NF-B. Tal como se explicó previamente en las sección Introducción y 

en el Capítulo 1, la activación de NF-B por diferentes estímulos desencadena la 

fosforilación de IBα por el complejo de quinasas IKK. La fosforilación de IBα (p-IBα), 

convierte a la proteína IBα en sustrato de E3 ligasas para su ubiquitinación y posterior 

degradación por el proteasoma 26S. La degradación de IBα libera al heterodímero 

p65/p50 para translocar al núcleo y regular la transcripción de los genes de respuesta 

B.  

Dado que FKBP51 fue reportada como una de las proteínas interactuantes con IKK 

[sección Introducción, (106)], se estudió si la sobreexpresión de FKBP51 podía tener 

algún efecto en la fosforilación y en la degradación de la proteína inhibitoria IBα. En la 

Figura 2.6 se presentan los ensayos de Western blot y las cuantificaciones 

(densitometrías) correspondientes para la fosforilación y la degradación de IBα en 

células transfectadas con el plásmido de expresión para FKBP51 (FKBP51) o el vector 

vacío (vector). Se expresa la cantidad de proteína p-IBα o IBα total relativa a tubulina 

en función del tiempo de tratamiento con PMA (100 ng/ml).  

La fosforilación de IBα alcanza su máximo luego de 15 minutos de tratamiento con 

PMA, para posteriormente decaer hasta el nivel basal después de 45 minutos de 

tratamiento. La densitometría de la Figura 2.6.b muestra la cuantificación de los ensayos 

de Western blot revelados con anticuerpo anti-p-IBα Ser3. Del análisis de los resultados 

se desprende que la sobreexpresión de FKBP51 no genera diferencias significativas 

(p>0,05) en la fosforilación de IBα respecto de las células transfectadas con el vector 

para los tiempos de tratamiento con PMA evaluados. La degradación de IBα se evaluó 

por Western blot revelado con anticuerpo específico anti-IBα total. Los resultados de la 

Figura 2.6.a y b revelan que la degradación de IBα a lo largo del tiempo de incubación 

con PMA no presentaría diferencias entre los grupos de células transfectadas con el 

vector de expresión para FKBP51 y con el vector vacío.  
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Figura 2.6 Estudio del efecto de FKBP51 en la fosforilación y degradación de IB.  

 a. Western blot representativo de la fosforilación de IB (p-IB) y la degradación de IB (IB) en función del tiempo 

de tratamiento con PMA (100 ng/ml).  Las células fueron transfectadas con el plásmido de expresión para FKBP51 o 

el vector vacío y tratadas con PMA durante 0, 5,15, 25, 35 y 45 minutos. El ensayo de Western blot fue revelado con 

anticuerpos anti-FKBP51, anti-p-IBα, anti-IBα y anti-tubulina.  

b. Densitometría correspondiente a 2 experimentos independientes de Western blot revelados con anticuerpo anti-p-

IBα Ser32. Los resultados se expresan como porcentaje promedio de p-IB relativo a tubulina ± ES en función del 

tiempo de tratamiento con PMA (0, 5, 15, 25, 35 y 45 min) para células que sobreexpresan FKBP51 o transfectadas 

con el vector vacío (vector), asignando 100% de p-IBα Ser32/tubulina a células transfectadas con el vector y sin 

tratamiento con PMA (0 min).  

 c. Densitometría correspondiente a los ensayos Western blot revelados con anticuerpo anti-IBα. Los resultados se 

expresan como promedio de IB relativo a tubulina ± ES en función del tiempo de tratamiento con PMA para células 

que sobreexpresan FKBP51 o transfectadas con el vector vacío, asignando 100% de IBα/tubulina a células 

transfectadas con el vector y sin tratamiento con PMA (0 min). 

Sobreexpresión de FKBP51,      Transfección de vector vacío.  
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Evaluación de p65 total y p65 fosforilada en Ser536. 

La fosforilación y degradación de p65 son dos eventos que pueden ser regulados 

dentro la vía de señalización de NF-B. Como se mencionó previamente en el Capítulo 

I y en la sección Introducción, la fosforilación de p65 en Ser536 (p-p65 Ser536) regula la 

expresión de ciertos genes blanco de NF-B, favorece la interacción de p65 con el factor 

general promotor de la transcripción TFIID 31 (110), y también participa de un 

mecanismo de translocación de p65 independiente de IB (111). La fosforilación p-p65 

Ser536 puede ser catalizada por diferentes proteínas quinasa entre las que se 

encuentran: IKKα/β, IKKε, TBK1, RSK1 y CDK6 (84, 112). Por otro lado, los niveles de 

p65 pueden ser regulados tanto a nivel de la transcripción del gen RELA, como por la 

degradación de la proteína ya sintetizada. Los resultados del Capítulo I demostraron que 

p65 puede ser degradada por el sistema ubiquitina-proteasoma, y que la sobreexpresión 

de FKBP52 induce un aumento en los niveles de p65 total, posiblemente por 

estabilización de la proteína p65. Además, se determinó que la sobreexpresión de 

FKBP52 induce un incremento no solo de proteína p65 total, sino también un aumento 

proporcional de p-p65 Ser536. Ambos incrementos, en p65 total y p-p65, son modulados 

por la actividad PPIasa de FKBP52.  

Teniendo en cuenta el efecto antagónico que tienen FKBP51 y FKBP52 sobre la 

actividad transcripcional de NF-B, en la Figura 2.7 se decidió evaluar la posible acción 

de FKBP51 sobre los niveles de p65 total y p-p65 Ser536 por medio de ensayos de 

Western blot con anticuerpos específicos. Las células fueron transfectadas con el 

plásmido codificante para FKBP51 (FKBP51) o el vector vacío durante 72 horas, y los 

lisados celulares fueron incubados con fosfatasa alcalina (sección Materiales y Métodos). 

De manera similar a lo realizado en el Capítulo I, se estudió la fosforilación de p65 con 

dos estrategias diferentes: mediante el revelado con anticuerpo anti-p65 sumado al 

tratamiento con fosfatasa alcalina, y mediante la detección con el anticuerpo específico 

anti-p-p65 Ser536 por Western blot. Además, se utilizó el revelado con anticuerpo anti-

GAPDH como control de carga, y con anti-FKBP51 se evaluó la sobreexpresión de la 

IMM.  

El tratamiento con fosfatasa alcalina permitió identificar la presencia de proteínas 

fosforiladas mediante la modificación de su movilidad electroforética. Mediante el 

revelado con anticuerpo anti-p65 y el tratamiento con fosfatasa alcalina se identificaron 

bandas con una movilidad electroforética similar a lo reportado en el Capítulo 1, arribando 
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a una conclusión equivalente: existen formas fosforiladas de p65 evidenciadas por el 

tratamiento con fosfatasa alcalina, así como también es posible que éstas coexistan con 

otras modificaciones post-traduccionales o isoformas de p65. En las condiciones 

ensayadas, el revelado con anticuerpo anti-FKBP51 no detectó la presencia de formas 

fosforiladas de FKBP51, tanto de la proteína endógena como de la transfectada.   

  Los Western blots de la Figura 2.7.a y sus densitometrías en la Figura 2.7.b 

muestran que, a diferencia de lo que ocurre con FKBP52, la sobreexpresión de FKBP51 

no tiene un efecto significativo sobre los niveles totales de proteína p65 ni sobre los 

niveles de p-p65 Ser536. Los resultados de la Figura 2.7.b se expresan como porcentaje 

promedio de proteína p65 relativo a GADPH ± ES. En la Figura 2.7.c se comparan los 

niveles de p-p65 y p65 total para células transfectadas con el plásmido de expresión para 

FKBP51 o el vector vacío. Los resultados indican que no hay diferencias significativas 

entre los niveles de p-p65 Ser536 ni p65 total entre las células que sobreexpresan 

FKBP51 y células transfectadas con el vector vacío.  
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Figura 2.7 Estudio de los niveles totales de proteína p65 y p-p65 Ser536 luego de la 

sobreexpresión de FKBP51.   

a. Western blot representativo de los niveles totales de proteína p65 revelados con anticuerpo anti-p65 y de p65 

fosforilada con anticuerpo anti p-p65 Ser536. El anticuerpo anti-FKBP51 verifica la sobreexpresión de la inmunofilina 

y anti-GADPH se utiliza como control de carga. Los tratamientos realizados corresponden a la transfección con el 

plásmido codificante para FKBP51 (FKBP51) o el vector vacío durante 72 horas. Los lisados celulares fueron 

incubados en presencia o ausencia de fosfatasa alcalina para evidenciar la presencia de proteínas fosforiladas 

(sección Materiales y Métodos). 

b.  Densitometría correspondiente a 3 experimentos independientes de Western blot para células transfectadas con el 

plásmido de expresión para FKBP51 (FKBP51) o vector vacío, con o sin tratamiento con fosfatasa alcalina. Los 

resultados se expresan como el porcentaje promedio de proteína total de p65 relativizado con GADPH ± ES, asignando 

100% a las células transfectadas con el vector vacío.  

c. Densitometría correspondiente a los ensayos de Western blot representados en las Figuras 2.7.a y b, revelados con 

anti-p65 y anti-p-p65 Ser536 que compara entre los niveles de p65 y p-p65 Ser536 para células transfectadas con 

plásmido de expresión para FKBP51 (FKBP51) o el vector vacío. Los resultados se expresan como porcentaje 

promedio de proteína (p65 o p-p65 Ser536) relativo a GADPH ± ES, asignando un valor de proteína/GADPH igual a 

100% para células transfectada con el vector vacío, tanto para la proteína p65 como p-p65 Ser536.  

Evaluación temporal del efecto de FKBP51 sobre la fosforilación de p65 en Ser536. 

En el Capítulo I se estudió el efecto de la sobreexpresión de FKBP52 sobre la 

fosforilación de p65 Ser536 a lo largo del tiempo luego del tratamiento con PMA. De 

forma análoga, aquí estudiamos la fosforilación de p65 en Ser536 luego del tratamiento 

con PMA. En la Figura 2.8.a se presentan los ensayos de Western blot correspondientes 

al estudio de la fosforilación de p65 en Ser536 entre 0 y 45 minutos post-tratamiento con 

PMA (100 ng/ml) para células transfectadas el plásmido de expresión para FKBP51 

(FKBP51) o el vector vacío (vector). En la Figura 2.8.b se muestra la cuantificación 
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correspondiente a dichos ensayos. Los resultados se expresan como el porcentaje 

promedio de la cantidad de proteína p-p65 Ser536 relativa a tubulina en función del 

tiempo de incubación con PMA (5, 15, 25, 35, 45 min) o con vehículo (basal). Del análisis 

de los resultados se desprende que la sobreexpresión de FKBP51 no genera cambios 

significativos en los niveles basales de p-p65 Ser536 y tampoco en respuesta a la 

estimulación con PMA respecto del grupo transfectado con el vector vacío. La 

fosforilación de p65 en Ser536 no sería un evento regulado por la sobreexpresión de 

FKBP51 en este tipo celular.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.8 Estudio temporal del efecto de FKBP51 sobre la fosforilación de p65 en Ser536.   

a. Western blot representativo de la fosforilación de p65 (p-p65 Ser536) revelado con anticuerpo anti-p-p65 Ser536 

para células transfectadas con el plásmido de expresión para FKBP51 (FKBP51) o el vector vacío (vector) y tratadas 

con PMA (100 ng/ml; 5,15,25,35 y 45 minutos) o con vehículo. Los resultados se expresan como porcentaje promedio 

de p-p65 Ser536 relativo a tubulina ± ES, asignando un valor de p-p65 Ser536 igual a 100% para las células 

transfectadas con el vector vacío e incubadas con vehículo. La sobreexpresión de FKBP51 se verificó con un 

anticuerpo anti-FKBP51.  b. Cuantificación correspondiente a 6 experimentos independientes de Western blot. Los 

resultados se expresan como promedio de p-p65 relativo a tubulina ± ES en función del tiempo de tratamiento con 

PMA para células transfectadas con el plásmido de expresión para FKBP51 (FKBP51) o el vector vacío (vector).   

Referencias. Sobreexpresión de  vector y FKBP51.  
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Efecto de FKBP51 sobre la translocación nuclear de p65.  

El transporte retrógrado de NF-B que ocurre luego de la degradación de IBα 

permite la interacción del factor de transcripción con secuencias de respuesta B en el 

ADN y por lo tanto la transcripción de genes blanco de NF-B. Está reportado que tal 

mecanismo involucra a la proteína motora dineína. A diferencia de FKBP52, FKBP51 no 

tiene la capacidad de interactuar con esta proteína motora. En el modelo propuesto para 

los receptores de esteroides, FKBP51 forma parte de los complejos con el factor de 

transcripción sólo en ausencia de hormona. La activación del receptor por la unión del 

esteroide favorece el intercambio de FKBP51 por FKBP52 dentro del complejo 

RE•Hsp90, favoreciéndose así la rápida translocación al núcleo a través del transporte 

activo a lo largo de la red de microtúbulos por acción de la dineína. FKBP51 retiene a los 

receptores de esteroides en el citoplasma en ausencia de estímulo [sección Introducción, 

(35, 36, 108)]. 

En el caso de NF-B, en el Capítulo I se demostró que FKBP52 favorece la 

retención nuclear de p65 luego del tratamiento con TNF-α en forma PPIasa dependiente. 

En la Figura 2.9 del presente Capítulo se evalúa el efecto de la sobreexpresión de 

FKBP51 en células Hek293T sobre la localización nuclear de p65. Células Hek293T 

fueron tratadas con 10 ng/ml de TNF-α para inducirn el pasaje de NF-B al núcleo. Se 

evaluó la localización nuclear de p65 por inmunofluorescencia indirecta con un 

anticuerpo específico para p65 y se asignó un puntaje a cada célula observada según el 

grado de localización nuclear del factor de transcripción. Los puntajes asignados 

corresponden a 0 si hay ausencia de p65 en el núcleo (localización enteramente 

citoplasmática) tal como se esquematiza en la Figura 2.9.a. El puntaje 3 indica 

localización completamente nuclear de p65, mientras que los puntajes 1 y 2 fueron 

asignados a situaciones intermedias, dónde p65 no se podía considerar ni nuclear ni 

citoplasmático, tal como se ejemplifica en la Figura 2.9.a. En la Figura 2.9.b se muestran 

imágenes representativas de las inmunofluorescencias indirectas realizadas para células 

transfectadas con plásmido codificante para FKBP51 (FKBP51) o el vector vacío (vector) 

para algunos de los tiempos de tratamiento con TNF-α ensayados (0, 30 y 60 minutos). 

En verde se observa marcación correspondiente a p65, mientras que en rojo se evidencia 

la marca obtenida con anticuerpo específico contra FKBP51. Las flechas blancas dentro 

de las imágenes señalan a las células que efectivamente sobreexpresan FKBP51 (rojo), 

con su correspondiente marca de p65 (verde). 
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En la Figura 2.9.b se representa el porcentaje promedio de células con localización 

nuclear de p65 (puntaje 3) en función del tiempo de incubación con TNF-α. En el caso 

de las células transfectadas, únicamente se consideraron en la cuantificación aquellas 

células que efectivamente sobreexpresaran FKBP51. p65 presenta un máximo 

porcentaje de células con localización nucleary comienza a disminuir luego de los 45 

minutos de tratamiento con TNF-α. Las células que sobreexpresan FKBP51 localización 

nuclear de p65 para todos los tiempos evaluados entre los 30 y 90 minutos, respecto de 

células transfectadas con vector. La sobreexpresión de FKBP51 disminuye la 

translocación nuclear de p65. 

En la Figura 2.9.c se grafica el porcentaje de células con localización citoplasmática 

de p65 (puntaje 0) en función del tiempo de incubación con TNF-α. Los resultados 

muestran que en la mayor parte de las células, p65 deja de ser citoplasmático alrededor 

de los 30 minutos post-tratamiento con TNF-α, y que permanece de esta manera durante 

todo el tiempo ensayado (hasta los 90 minutos). La sobreexpresión de FKBP51 

incrementa el porcentaje de células con marca citoplasmática (puntaje 0) de p65 respecto 

a la condición vector, preponderantemente entre los 30 y 90 minutos de tratamiento con 

TNF-α. FKBP51 favorece la permanencia de p65 en el citoplasma. Estos resultados son 

comparables a los obtenidos en células Hek293T transfectadas con p65-HA y FKBP51 y 

estimuladas con PMA que se mencionan en la sección Introducción.  
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Figura 2.9 Efecto de FKBP51 sobre la traslocación nuclear de p65. La localización subcelular 

de p65 fue evaluada luego del tratamiento con TNF-α en función del tiempo para células Hek293T 
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transfectadas con el plásmido de expresión para  FKBP51 (FKBP51) o el vector vacío (vector) por  inmunofluorescencia 

indirecta (sección Materiales y Métodos). Las imágenes fueron obtenidas con microscopio Wide Field Olympus FV1000 

y procesadas con el software Image J. Los núcleos fueron identificados con tinción dapi (no mostrado).  

 a. Sistema de puntaje asociado al grado de localización nuclear de p65 (0 a 3). Los puntajes corresponden a: 0, 

completamente citoplasmático; 1 y 2, intermedio; 3 enteramente nuclear.  

 b. Imágenes representativas de inmunofluorescencias indirecta realizadas con anticuerpos anti p65 (verde) y anti 

FKBP51 (rojo) para células transfectadas el plásmido codificante par FKBP51 (FKBP51) o el vector vacío (vector) y 

tratadas con TNF-α 10 ng/ml. Se muestran tiempos representativos de tratamiento con TNF-α correspondientes a 0, 

30 y 60 minutos de exposición.  

c.  Cuantificación de inmunofluorescencia indirecta según el sistema de puntaje esquematizado en la Figura 2.9.a. Se 

representan los resultados correspondientes a la localización nuclear de p65 (puntaje 3) como el porcentaje promedio 

de células ± ES en función del tiempo de tratamiento con TNF-α (0 a 90 minutos).   

d. Cuantificación de inmunofluorescencias indirectas según la Figura 2.9.c. Se representan los resultados 

correspondientes a la localización citoplasmática de p65 (puntaje 0) como el porcentaje promedio de células ± ES en 

función del tiempo de tratamiento con TNF-α (0 a 90 minutos).  Referencias.  Sobreexpresión de  Vector vacío,  

FKBP51. Las flechas blancas indican las células transfectadas con FKBP51 y su correspondiente marca de p65 

(verde). Significativo respecto a vector (* p ≤ 0,05,  p ≤ 0,01). 

Expresión de genes blanco de NF-B 

Los ensayos de gen reportero de las Figuras 2.1 a 5 muestran que FKBP51 inhibe 

la activación transcripcional de NF-B de forma independiente a su actividad PPIasa. En 

la Figura 2.10 se estudia si la regulación de FKBP51 sobre NF-B observada en los 

ensayos de gen reportero se correlaciona con la expresión de genes endógenos. Con 

dicho objetivo, se transfectaron células Hek293T con el plásmido de expresión para 

FKBP51 (FKBP51) o el vector vacío (vector), y se trataron durante 5 horas con PMA (100 

ng/ml) para evaluar la expresión de ARNm de MMP-9, la cual es regulada por  NF-B. 

Mediante ensayos de qPCR se determinaron las veces de inducción la expresión de 

ARNm MMP9 relativo a los niveles de ARNm de actina calculados mediante el método 

de ddCT (sección Materiales y Métodos) respecto de las células transfectadas con el 

vector vacío y tratadas con PMA. La Figura 2.10 muestra que las células que 

sobreexpresan FKBP51 y fueron incubadas con PMA disminuyeron la expresión de 

ARNm de MMP-9 respecto del grupo transfectado con el vector y tratado con PMA. Los 

resultados obtenidos indican que FKBP51 regula negativamente la expresión MMP-9 

luego de la estimulación con PMA. 
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Figura 2.10. Expresión de genes blanco de NF-B por qPCR.  

La expresión de ARNm de MMP-9 fue evaluada por qPCR y normalizada con el gen actina. Los resultados muestran 

el promedio de expresión de ARNm normalizada ± ES para células transfectadas con el plásmido de expresión para 

FKBP51 (FKBP51) o el vector vacío (vector). La cuantificación de ARNm de MMP-9 respecto de actina fue realizada 

por el método de ddCT y calculada como 2-((CT gen blanco- CT actina)PMA – (CT gen blanco – CT actina) FKBP51) según se detalla 

en la sección Materiales y Métodos.   Referencias. Significativo respecto a las células transfectadas con el vector vacío 

y tratadas con PMA (* p 0,05) 

Evaluación de la interacción de p65 con FKBP51 en células Jurkat 

NF-B tiene un rol crucial en distintas etapas de la iniciación y progresión del cáncer 

ya que regula la expresión de genes relacionados con la proliferación, apoptosis, y 

angiogénesis (78, 109). La línea celular Jurkat utilizada en el Capítulo 1 es una línea 

celular derivada de sangre periférica de un paciente con leucemia linfoblástica aguda 

que presenta características fenotípicas consistentes con linfocitos T CD3+ (123). En la 

sección Introducción se ha mencionado que p65 es capaz de interactuar con FKBP51 en 

células Hek293T que sobreexpresan p65 y FKBP51. Es por ello que también estudiamos 

si la interacción de p65 con FKBP51 también ocurre en esta línea tumoral.  

En la Figura 2.11 se muestra la co-inmunoprecipitación realizada a partir de 

extractos de células Jurkat tratadas con PMA (100ng/ml) o con vehículo (control) durante 

30 minutos y luego procesadas según el protocolo de inmunoprecipitación detallado en 

la sección Materiales y Métodos. Los lisados celulares se incubaron con anticuerpo 

inmunoprecipitante anti p65 y proteína A-agarosa (II), o bien con anticuerpo IgG no 
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específico y proteína A-agarosa (NI). Se detectó la presencia de p65 y de FKBP51 en 

los inmunoprecipitados y en las fracciones totales con anticuerpos específicos. Los 

resultados obtenidos demuestran que FKBP51 co-inmunoprecipita con p65, 

preferentemente en ausencia de tratamiento con PMA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.11. Evaluación de la interacción de p65 con FKBP51. Co-inmunoprecipitación de p65 y 

FKBP51 en células jurkat luego del tratamiento con PMA (100ng/ml) o vehículo (control) durante 30 minutos. Se evaluó 

la presencia de p65 y FKBP51 en la fracción total y en los inmunoprecipitados incubados con anticuerpo anti-p65 (I) o 

con anticuerpo IgG no específico (NI) para todos los tratamientos realizados. 

Referencias. Anti-p65 (M): anticuerpo anti p65 isotipo ratón. Anti-p65 (R): anticuerpo anti p65 de isotipo de conejo. I: 

Inmunoprecipitación con anticuerpo específico anti p65. NI: Inmunoprecipitación con anticuerpo no específico.  

 

Los resultados presentados en este capítulo permiten afirmar que, contrariamente 

a lo observado en el capítulo anterior con FKBP52, FKBP51 es un regulador negativo de 

la actividad transcripcional de NF-B, tanto en ensayos de gen reportero como para el 

gen de MMP-9. A diferencia del efecto estimulante observado para FKBP52, la actividad 

PPIasa de FKBP51 no participa de dicha regulación negativa, por lo que esta FKBP no 

sería el blanco de acción de FK506 en la regulación de los efectos biológicos de NF-B. 

Los experimentos realizados indican que FKBP51 no tiene efecto sobre la estabilidad de 

p65 a diferencia de su homóloga FKBP52. Tampoco se ha encontrado efecto de la 

sobreexpresión de FKBP51 en células Hek293T para la fosforilación y degradación de 

IB, mientras que sí se ha observado una inhibición en la translocación nuclear de 

p65células transfectadas con FKBP51 y tratadas con TNF-α. Además se ha demostrado 

que la interacción p65•FKBP51 no es exclusiva del modelo celular Hek293T, ya que 

también ha sido detectada en una línea celular tumoral de leucemia linfoblástica aguda.  
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Capítulo 3: 

Estudio del rol de FKBP51 y FKBP52 en 

proliferación y muerte celular. 
 

 

El factor de transcripción NF-B regula la expresión de numerosos genes 

involucrados en diferentes procesos celulares que contribuyen al desarrollo y la 

progresión del cáncer como: la proliferación, invasión y metástasis, supervivencia, 

angiogénesis e inflamación. Los resultados presentados en los Capítulos 1 y 2 

demuestran que FKBP51 es un regulador negativo de NF-B, mientras que FKBP52 

potencia la actividad de este factor de transcripción de manera dependiente de su 

actividad enzimática de PPIasa. En vista de estos hallazgos, el presente capítulo aborda 

el estudio del rol de FKBP51 y FKBP52 en la proliferación y muerte celular. Para estudiar 

la acción de las IMMs sobre la proliferación y muerte celular, en esta oportunidad se 

trabajó con células Hek293, y no con Hek293T como en los capítulos anteriores debido 

a que la línea celular que expresa al antígeno T es resistente al antibiótico neomicina y 

no permite utilizar el antibiótico G418 como agente de selección para crear células 

estables a partir de vectores de expresión pCI-neo o pCI-neo FKBP51. 

Estudio del efecto de FKBP51 y FKBP52 sobre la proliferación celular. 

A pesar de la acción estimulante sobre la activación de NF-B observada por 

sobreexpresión de FKBP52 (Capítulo 1), y del conocido rol de este factor de transcripción 

en proliferación celular y supervivencia, la transfección del plásmido codificante para 

FKBP52 en células Hek293 no desencadenó un incremento en el número de células 

viables respecto del grupo transfectado con el vector vacío (vector). En la Figura 3.1.a 

se muestran los resultados de ensayos de recuento de células viables con el colorante 

de exclusión vital Trypan blue luego de 96 horas post-siembra para células transfectadas 

con el plásmido de expresión para FKBP52 (FKBP52) o el vector vacío (vector). No hay 

diferencias significativas en el porcentaje de células viables entre los grupos que 

sobreexpresan FKBP52 y las células transfectadas con el vector vacío. Resultados 
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similares fueron obtenidos mediante el ensayo de viabilidad celular con MTT luego de 96 

horas post-transfección (Figura 3.1.b). 

Por el contrario, la sobreexpresión de FKBP51 desencadenó un incremento 

significativo en el número de células viables luego de 96 horas post-transfección respecto 

al grupo transfectado con el vector vacío (Figura 3.2.a). De forma análoga, mediante el 

ensayo de MTT, las células transfectadas con el plásmido de expresión para FKBP51 

mostraron un aumento en la viabilidad celular luego de transcurridas 96 horas post-

transfección respecto del grupo transfectado con el vector vacío (Figura 3.2.b). La 

sobreexpresión de la doble mutante puntual de FKBP51 carente de actividad PPIasa 

resultó en un incremento en la viabilidad celular comparable al obtenido con FKBP51 

wild type. En consecuencia, los hallazgos de las Figuras 3.1 y 3.2 sugieren que FKBP51 

tendría un efecto estimulante sobre la proliferación celular, el que parece ser dependiente 

de su actividad enzimática. Por otra parte, la sobreexpresión de FKBP52 no estaría 

involucrada en este proceso. Estos resultados se encuentran en concordancia con 

aquéllos previamente reportados por el laboratorio  en los que se observó que FKBP51 

se encuentra sobreexpresada naturalmente en células y tejidos tumorales y que, 

además, presenta propiedades antiapoptóticas [sección Introducción, (32, 65)]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

a.  b.  

c.  

anti-GADPH 

anti-FKBP52 

vector FKBP52 

E fe c to  d e  la  s o b re -e x p re s ió n  d e  F K B P 5 2

e n  e l re c u e n to  d e  c é lu la s  v ia b le s

c
é

lu
la

s
 v

ia
b

le
s

 (
%

)

V
e
c
to

r

F
K

B
P

5
2
 

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

E fe c to  d e  la  s o b re -e x p re s ió n  d e  F K B P 5 2

e n  e l e n s a y o  d e  M T T

v
ia

b
il

id
a

d
 (

%
)

V
e
c
to

r

F
K

B
P

5
2

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0



Capítulo 3 

 

 160 

Figura 3.1. Efecto de la sobreexpresión transitoria de FKBP52 sobre la proliferación 

celular. 

a. Células Hek293 WT fueron transfectadas con el plásmido de expresión para FKBP52 (FKBP52) o el vector vacío 

(vector) y evaluadas por medio del ensayo de recuento de células viables con el colorante de exclusión vital, Trypan 

blue, luego de 96 horas post-siembra. Los resultados obtenidos fueron expresados como porcentaje promedio de 

viables ± ES, asignando un valor igual a 100% al grupo transfectado con el vector vacío para 3 experimentos 

independientes.  

b. Ensayo de viabilidad celular realizado con MTT para células transfectadas con el plásmido de expresión para 

FKBP52 (FKBP52) o el vector vacío (vector). Los resultados fueron expresados como porcentaje promedio de 

viabilidad ± ES asignando un valor igual a 100% al grupo transfectado con el vector vacío para 2 experimentos 

independientes.  

c. Western blot representativo de la sobreexpresión de FKBP52 revelado con anticuerpo anti-FKBP52 y anti-GADPH 

para células transfectadas con el plásmido de expresión para FKBP52 (FKBP52) o con el vector vacío (vector).  

 

 

 

 

 

 
Figura 3.2: Efecto de la sobreexpresión transitoria de FKBP51 sobre la proliferación 

celular. 

a. Células Hek293 WT fueron transfectadas con el plásmido de expresión para FKBP51 (FKBP51) o con el vector 

vacío (vector) y evaluadas por medio del ensayo de recuento de células viables con el colorante de exclusión vital, 

Trypan blue, luego de 96 horas post-siembra. Los resultados obtenidos fueron expresados como porcentaje promedio 

de viables ± ES, asignando un valor igual a 100% al grupo transfectado con el vector vacío para dos experimentos 

independientes.  

b. Ensayo de viabilidad celular realizado con MTT para células transfectadas el plásmido codificante para FKBP51 

(FKBP51), FKBP51 FD67/68 DV (FKBP51 FD67/68 DV), o el vector vacío (vector). Los resultados fueron expresados 

como porcentaje promedio de viabilidad ± ES asignando un valor igual a 100% al grupo transfectado con el vector 

vacío para dos experimentos independientes.  

Referencias: Significativo respecto al grupo transfectado con el vector vacío (*p≤0,05). 
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expresase en forma estable a la proteína humana FKBP51 mediante la selección con el 

antibiótico G418. Se obtuvieron 3 clones independientes de la de la línea Hek293 (no T) 

sobreexpresando a FKBP51 (clon 1, 2 y 3) según se detalla en la sección Materiales y 

Métodos. Como grupo control de la línea Hek293 FKBP51 se utilizó la línea parental 

(Hek293 WT) y una línea establemente transfectada con el vector vacío (Hek293 pCI-

neo) tratada con el agente de selección G418. En la Figura 3.3.a y 3.b se muestran los 

ensayos de Western blot representativos para evaluar la expresión de las inmunofilinas 

FKBP51 y FKBP52 en las líneas celulares Hek293 WT, Hek293 FKBP51 y Hek293 pCI-

neo.  

 

 

 

 

 

 

Figura 3.3: Western blot representativos de líneas celulares estables que sobreexpresan 

a la proteína FKBP51.  
a. Western blot de línea celular wild type (Hek293 WT) y tres clones independientes de línea estable que sobreexpresa 

FKBP51 (Hek293 FKBP51 clon 1 a 3). 

b. Western blot de línea celular estable transfectada con vector vacío y resistente a neomicina (Hek293 pCI-neo) y un 

clon de la línea estable que sobreexpresa FKBP51 (Hek293 FKBP51 clon 3).  

 

En la Figura 3.4 se muestra el resultado de la proliferación de las líneas celulares 

estables generadas en el laboratorio respecto de la línea parental Hek293 WT por 

recuento de viables con el colorante Trypan blue. Se obtuvo un incremento significativo 

del porcentaje de células viables para todos los clones de Hek293 FKBP51 respecto a la 

línea parental y a la línea celular Hek293 pCI-neo. No se encontraron diferencias 

significativas entre la línea celular Hek293 WT y Hek293 pCI-neo, indicando que no se 

vislumbra un efecto que sea producto del tratamiento con G418 sobre la proliferación 

celular. Los resultados obtenidos en la Figura 3.4 refuerzan los hallazgos realizados 

mediante la transfección transitoria con el plásmido codificante para FKBP51 (Figura 

3.2).  

b.  
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Figura 3.4: Estudio de la proliferación celular para células Hek293 FKBP51 por recuento 

de células viables. El recuento fue realizado con Trypan blue luego de 96hs de cultivo para líneas celulares 

Hek293 wild type (Hek293 WT), Hek293 resistente a neomicina (Hek293 pCI-neo) y tres clones independientes de 

Hek293 que sobreexpresan de forma estable FKBP51 (Hek293 FKBP51). Los valores se expresan como porcentaje 

promedio de células viables ± ES con 100% de células asignado a Hek293 WT. Los resultados se obtuvieron de al 

menos tres experimentos independientes para cada línea celular por duplicado.  Referencias: * significativo respecto 

a Hek293 WT (p≤0,05). 

 

 

El silenciamiento de FKBP51 en la línea celular Hek293 FKBP51 por la 

transfección con una mezcla de vectores shRNA (shRNA) desencadenó una disminución 

en el recuento de células viables luego de 96 horas post-siembra respecto del grupo 

transfectado con el vector vacío (vector). En la Figura 3.5.a se representan los resultados 

del promedio de células viables obtenidas por recuento celular luego de 96 horas post-

siembra ± ES, y en la Figura 3.5.b se muestra un ensayo de Western blot representativo 

del silenciamiento de FKBP51. El silenciamiento de FKBP51 genera una disminución en 

el recuento de células viables alcanzando un número de células viables comparable a 

los obtenidos con la línea celular parental (Figura 3.4). En su conjunto, los resultados de 

las Figuras 3.2 a 3.4 sugieren fuertemente que FKBP51 podría tener un rol positivo sobre 

la proliferación en células Hek293 que puede ser revertido por una disminución en su 

expresión.  
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Figura 3.5. Efecto del silenciamiento de FKBP51 sobre la proliferación en células Hek293 

FKBP51.  
a. Ensayo de proliferación celular por recuento de células viables con Trypan blue luego de 96 hs post-siembra para 

células Hek293 FKBP51 transfectadas con vector vacío (vector) o con la mezcla de shRNA para silenciar FKBP51 

humana (shRNA). Los resultados se expresan como el porcentaje promedio de células viables ± ES con 100% de 

viables asignado a las células transfectadas con vector vacío. Los resultados fueron obtenidos a partir de 3 

experimentos independientes de recuento de células por duplicado.  

b. Evaluación de la expresión de FKBP51 por Western blot para células transfectadas con vector vacío (vector, réplica 

1 y 2) o para la mezcla de shRNAs contra FKBP51 (shRNA, réplica 1 y 2) por duplicado para ambas condiciones.  

Referencias: Significativo respecto a vector (** p≤0,01). 

 

 

Los ensayos de recuento de células viables y la determinación de la viabilidad 

celular con MTT nos indican un incremento en la proliferación celular producto de la 

sobreexpresión de FKBP51. Para corroborar este descubrimiento, se decidió evaluar la 

proliferación celular con la sonda fluorescente, carboxi-fluoresceína succinimidil éster 

(CFSE). CFSE tiene la capacidad de atravesar la membrana plasmática y, al ingresar a 

la célula, formar uniones covalentes estables con los grupos amino de moléculas 

intracelulares. Luego de cada división celular se espera que la sonda se segregue de 

forma equitativa a cada célula hija, permitiendo evaluar la proliferación celular por 

disminución de la fluorescencia emitida.  

Fue así como la proliferación celular fue evaluada por uso de CFSE, tanto por 

microscopía de fluorescencia como por citometría de flujo. En la Figura 3.6.a y 3.6.b se 

muestra la cuantificación de la fluorescencia relativa de CFSE por célula, cuantificada 

con microscopio de fluorescencia y el software Image J. Los resultados muestran que 

existe una mayor disminución de la fluorescencia para células Hek293 FKBP51 respecto 

de la línea celular Hek293 WT luego de 96 horas post-marcación con la sonda. 
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Resultados similares fueron obtenidos por la cuantificación por citometría de flujo. En la 

Figura 3.7 se presentan histogramas representativos del número de células en función 

de la intensidad de fluorescencia registrada a 488 nm luego de 24, 72 y 96 horas post-

marcación con la sonda, así como el número de generaciones estimadas por el software 

ModFIT LT para cada condición. El índice de proliferación determinado con ModFIT LT 

de la Tabla 3.1 y el número de generaciones indican que la tasa de proliferación de la 

línea celular Hek293 FKBP51 es superior a la de la línea celular Hek293 pCI-neo. El 

análisis de los resultados obtenidos con microscopio de fluorescencia y por citometría de 

flujo, sugieren que la sobreexpresión de FKBP51 sería causal de un aumento en la 

proliferación de celular.  

 

 

 

 

 

Figura 3.6: Determinación de la fluorescencia de CFSE por microscopia de florescencia. 
a. Se muestra la fluorescencia individual por célula relativa según se indica en la sección Materiales y Métodos. Las 

barras indican la media y la desviación estándar de las mediciones para células Hek293 WT y Hek293 FKBP51 en 

condiciones de fluorescencia inicial (Hek293 WT y Hek293 FKBP51) y 96 horas de incubación (Hek293 WT 96 hs y 

Hek293 FKBP51 96 hs). Los resultados de un experimento independiente para alrededor de 100 células individuales 

por condición son expresados en U.A. relativos a la condición de fluorescencia inicial a la cual le fue asignado un valor 

promedio de 100 U.A. de fluorescencia.   

b. Se representa la fluorescencia individual relativa promedio ± DE en U.A para la fluorescencia inicial (Hek293 WT 

y Hek293 FKBP51) y luego de 96 horas de incubación (Hek293 WT 96 hs y Hek293 FKBP51 96 hs). Los resultados 

se expresan considerando al promedio de fluorescencia inicial para cada línea celular igual a 100 U.A. 
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a. Hek293 pCI-neo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b. Hek293 FKBP51 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.7. Determinación de fluorescencia de CFSE por citometría de flujo. 
Se representan los histogramas obtenidos por citometría de flujo para la fluorescencia de CFSE individual por célula 

para células incubadas durante los tiempos indicados.  

a. Histogramas correspondientes a células Hek293 pCI-neo (24, 72 y 96 horas post-marcación). 

b. Histogramas de células Hek293 FKBP51 (24, 72 y 96 horas post-marcación). 

 

 

 

 

Tabla 3.1. Índice de proliferación. Se evidencia el índice de proliferación relativo para células Hek293 pCI-neo y 

Hek293 FKBP51 luego de 24, 72 y 96 horas post-marcación. Los resultados corresponden a los índices de proliferación 

determinados con el software ModFIT LT a partir del análisis de resultados de células marcadas con CFSE y evaluadas 

por citometría de flujo de la Figura 3.7.  
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IMM. La proliferación celular fue evaluada mediante diferentes técnicas, el ensayo de 

MTT, el recuento de células viables con Trypan Blue, y la segregación de la sonda 

fluorescente CFSE, arribándose a conclusiones similares en todos los casos.  

 

Estudio del efecto de FKBP51 y FKBP52 sobre la muerte celular.  

Como ya se ha mencionado en varias oportunidades, la supervivencia celular es 

uno de los procesos en los que el factor de transcripción NF-B ejerce su acción 

regulatoria (sección Introducción). Trabajos anteriores realizados por nuestro grupo de 

trabajo, ya habían demostrado que la sobreexpresión transitoria de FKBP51 en células 

Hek293T y en 3T3-L1 favorecía la supervivencia frente al tratamiento con peróxido de 

hidrógeno (H2O2) y por inhibición de la apoptosis [sección Introducción, (32, 65)]. En esta 

oportunidad se evaluó si la línea celular estable de Hek293 generada en el laboratorio 

que sobreexpresa a FKBP51 también presentaba un aumento de la supervivencia celular 

respecto a células wild type. 

En la Figura 3.8.a se muestran los resultados correspondientes a los ensayos de 

la sal bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) para la línea celular 

Hek293 FKBP51 y su línea parental tratadas con H2O2 luego de 24 horas post-incubación. 

El ensayo de MTT permite evaluar por un método colorimétrico el metabolismo celular y 

estimar la viabilidad celular frente a estímulos citotóxicos. Los resultados obtenidos se 

expresan como porcentaje promedio de viabilidad en función de la concentración de 

H2O2 (0 a 500 M) y se ajustan a una función sigmoidea. Se observa que la viabilidad 

celular disminuye en forma dependiente de la concentración de H2O2 para ambas líneas 

celulares, y que dicha reducción es significativamente menor para células Hek293 

FKBP51 respecto de su línea parental. Con el software GraphPad Prism 6 se determinó 

la concentración citotóxica media (CC50) de H2O2 para células Hek293 WT (CC50 H2O2: 

40,86 M ± 1,18) y Hek293 FKBP51 (CC50 H2O2: 124,88 M ± 1,12) partir del ajuste 

sigmoideo de los datos experimentales. El análisis cuantitativo fue acompañado de 

imágenes representativas adquiridas con un microscopio óptico (Figura 3.8.b) de tres 

concentraciones de H2O2 (0, 100 y 500 M) para Hek293 WT y Hek293 FKBP51. Se 

observan diferencias morfológicas que sugieren una mayor susceptibilidad de la línea 

parental respecto de la línea celular estable frente al tratamiento con H2O2, especialmente 

entre ambos tipos celulares tratados con H2O2 100 M.   
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La estaurosporina es un producto natural que induce la muerte celular por ser un 

potente inhibidor de amplio número de proteína-quinasas [PKC, PKA, CamK y PI3K, 

entre otras, (130)]. La estaurosporina y sus derivados han sido evaluados en el 

tratamiento contra el cáncer, habiéndose obtenido resultados prometedores en especial 

con uno de sus derivados, la midoestaurina (131). En la Figura 3.8.c se evaluó el efecto 

del tratamiento con estaurosporina frente a la viabilidad celular de la línea Hek293 

FKBP51 respecto a su línea parental. Análogamente a los ensayos llevados a cabo 

mediante el tratamiento con H2O2, se evaluó la viabilidad celular con el ensayo de MTT 

en ambas líneas celulares incubadas con diferentes concentraciones de estaurosporina 

(0 a 500 nM) durante 24 horas. Los resultados muestran una reducción de la viabilidad 

celular dependiente de la concentración de estaurosporina y una menor susceptibilidad 

con una CC50 alrededor de diez veces mayor de la línea celular que sobreexpresa 

FKBP51 (CC50 estaurosporina: 149,26 nM ± 1,38) respecto de la línea parental (CC50 

estaurosporina: 868,16 nM ± 1,71). Nuevamente, la línea que sobreexpresa a FKBP51 

muestra una mayor sobrevida ante un estímulo deletéreo sugiriendo que FKBP51 es un 

factor que favorece la sobrevida celular. 

Los ensayos realizados en presencia de H2O2 con la línea celular Hek293 FKBP51 

generada en el laboratorio mostraron propiedades semejantes a las ya reportadas en 

estudios previos en relación con la supervivencia celular (65, 132). La sobreexpresión de 

FKBP51 también generó un incremento en la viabilidad celular equivalente al del 

tratamiento con peróxido, pero en células tratadas con estaurosporina, un estímulo no 

relacionado al primero. Los hallazgos sugieren que FKBP51 podría tener un rol positivo 

sobre la supervivencia celular frente al tratamiento con diferentes agentes citotóxicos en 

esta línea celular.  
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Figura 3.8 Efecto de FKBP51 sobre la muerte de celular.  
a y c. Ensayo de MTT para línea celular parental (Hek293 WT) y línea celular que sobreexpresa FKBP51 humana 

(Hek293 FKBP51). Las células fueron tratadas con distintas concentraciones de a. H2O2 (0 a 500 µM) o c. 

Estaurosporina (0 a 500 nM). Los resultados se expresan como porcentaje promedio de viabilidad ± ES en función de 

la concentración de H2O2 o estaurosporina (EST), expresadas en escala logarítmica. Los valores de viabilidad fueron 

relativizados considerando 100% de viabilidad a la condición sin tratamiento de cada línea celular. Hek293 WT (CC50 

H2O2: 40,86 M ± 1,18) y Hek293 FKBP51 (CC50 H2O2: 124,88 M ± 1,12). Hek293 WT (CC50 EST: 149,26 nM ± 

1,38) y Hek293 FKBP51 (CC50 EST: 868,16 nM ± 1,71). 

b. Imágenes representativas de células Hek293 WT y Hek293 FKBP51 tratadas con H2O2 (0, 100 o 500 µM) durante 

24 horas. 

d. Imágenes representativas de células tratadas con Estaurosporina (0, 100 o 500 nM).  

Referencias: ajuste no lineal: ajuste a curva sigmoide de resultados experimentales. EST: Estaurosporina. 
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Hasta el presente no se había sido reportado que FKBP52 posea un rol directo 

sobre la muerte o la proliferación celular. Sólo se había postulado que la expresión de 

FKBP52 se encuentra aumentada en algunos tipos de tumores como los de mama, 

glioblastomas y próstata [sección Introducción]. Los ensayos de la Figura 3.1.a muestran 

que la sobreexpresión de FKBP52 en células Hek293 no desencadena efectos 

significativos sobre la proliferación celular. En la Figura 3.9 se evaluó el efecto de la 

sobreexpresión de FKBP52 sobre la viabilidad celular mediante el ensayo de MTT en 

células tratadas con H2O2. Contrariamente a lo observado por la sobreexpresión de 

FKBP51, la sobreexpresión de FKBP52 desfavoreció la viabilidad celular en células 

expuestas a H2O2 (Figura 3.9.a) respecto a células transfectadas con el vector vacío, y 

si bien no mostró cambios estadísticamente significativos frente al tratamiento con 

estaurosporina bajo esas condiciones experimentales (Figura 3.9.b), se vislumbra una 

ligera tendencia a decrecer la viabilidad. Esta propiedad de FKBP52 podrían justificarse 

en parte debido a una eventual acción antagónica con FKBP51, la que ya ha sido 

evidenciada en otros trabajos del laboratorio en incluso en esta misma tesis (p.ej. 

actividad transcripcional de NF-B o eficiencia de transporte al núcleo)  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.9. Efecto de la sobreexpresión de FKBP52 sobre la muerte celular.  

a. Ensayo de MTT para células tratadas con H2O2  100 µM durante 24 horas y transfectadas con FKBP52 o vector 

vacío. Los valores fueron expresados como porcentaje promedio de viabilidad ± ES respecto al 100% asignado a la 

condición transfectada con vector vacío con H2O2.  

b. Ensayo de MTT para células tratadas con estaurosporina 100 nM durante 24 horas y transfectadas con FKBP52. 

Valores expresados como porcentaje de viabilidad ± ES respecto al 100% asignado a la condición transfectada con 

vector vacío con Estaurosporina.  

Referencias: significativo respecto vector con tratamiento (* p0,05).   
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 En el Capítulo 1 se demostró que la sobreexpresión de FKBP52 en células 

Hek293T no es suficiente per se para inducir la actividad transcripcional de NF-B, sino 

que además se necesita de un estímulo externo del factor de transcripción para potenciar 

su acción. En tal sentido, resulta apropiado resaltar que la familia de factores de 

transcripción E2F tiene un rol central en la regulación del ciclo celular, la proliferación, la 

apoptosis y la diferenciación celular. Adicionalmente, se ha reportado que E2F interactúa 

con la subunidad p65 y que existe una regulación coordinada de ambos factores en la 

progresión del ciclo celular (103, 133). La interacción de p65 con E2F1-3 tiene un efecto 

inhibitorio sobre la acción de E2F; mientras que impide la formación del heterodímero 

activo p65/p50 (102, 103, 133). E2F tiene un rol dual dependiendo del contexto y los 

estímulos externos, su acción puede inducir tanto la muerte celular, como favorecer la 

entrada a la fase S del ciclo celular (98, 99).  

Hasta el presente no se ha reportado que exista alguna relación entre las 

proteínas FKBPs y la familia de factores de transcripción E2F, pero en base a la 

particularidad del efecto arriba comentado que depende de la inmunofilina y del estímulo, 

hipotetizamos que el mecanismo podía no ser lineal y que otro/s factor/es podría/n estar 

involucrado/s. Una posibilidad interesante radica en el hecho de que los miembros de la 

familia de E2F también se vieran afectados por la IMM. Con el fin de analizar esta nueva 

hipótesis, se realizaron ensayos de gen reportero para E2F1, E2F2, E2F3 y E2F4 en 

células Hek293 (según sección Materiales y Métodos) transfectadas con los vectores de 

expresión para FKBP51 (FKBP51), FKBP52 (FKBP52) o el vector vacío. En la Figura 

3.10 se muestran los ensayos de gen reportero para E2F luego de transfectar a las 

células con las isoformas denominadas tradicionalmente activadoras, E2F1, E2F2 y 

E2F3. En todos los casos, la sobreexpresión de FKBP51 desencadenó un incremento en 

la actividad transcripcional de los factores E2F respecto a las células transfectadas con 

el vector vacío. La sobreexpresión de FKBP52 resultó en un incremento aún mayor y 

significativo de la actividad transcripcional de E2F1-3. 
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Figura 3.10: Efecto de FKBP51 y FKBP52 sobre la actividad transcripcional de E2F1, E2F2 

y E2F3. Ensayos de gen reportero para distintos E2F con cantidades crecientes de plásmido de expresión para 

FKBP51 (0, 250, 375 o 500 ng) o para FKBP52 (0, 250, 375 o 500 ng). Valores representados como porcentaje 

promedio de actividad transcripcional de E2F ± ES con 100% activación para E2F sin FKBPs. a. E2F1-HA. c. E2F2-

HA. e. E2F3-HA. b, d, f.  Western blot representativos de la sobreexpresión de E2F-HA correspondientes, FKBP51 y 

FKBP52. (b. E2F1-HA, d. E2F2-HA, f. E2F3-HA). Referencias: Significativo respecto al grupo que sobreexpresa el 

factor E2F correspondiente y transfectado con el vector vacío (*p 0,05). 
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E2F4 pertenece al grupo de factores de transcripción E2F considerados 

represores de la transcripción. El modelo general actualmente aceptado propone que 

E2F4 ocupa los sitios promotores de respuesta a E2F activadores, desplazando a estos 

factores de transcripción y reprimiendo la expresión de los genes blanco por 

reclutamiento de co-factores y modificadores de la cromatina. Sin embargo, 

recientemente se ha descubierto que los E2F considerados tradicionalmente como 

represores, también inducen la expresión de numerosos genes (sección Introducción). 

Se han realizado hallazgos que proponen un rol positivo de E2F4 en la diferenciación 

neuronal inducida por NGF (Neuronal Growth Factor) (134) y en la diferenciación de 

progenitores hematopoyéticos al linaje linfoide (135).  

Los ensayos de gen reportero de la Figura 3.11.a muestran que la sobreexpresión 

de FKBP52 induce significativamente la activación transcripcional de E2F4 respecto de 

las células transfectadas con el vector vacío, mientras que la sobreexpresión de FKBP51 

tiene escaso o nulo efecto. En la Figura 3.11.b se evaluó la contribución de la actividad 

de PPIasa de FKBP52 sobre la activación transcripcional de E2F4. La sobreexpresión 

de la proteína mutante de FKBP52 sin actividad enzimática (FKBP52 F130Y) resultó en 

una disminución significativa de la actividad transcripcional de E2F4 respecto de las 

células transfectadas con el vector de expresión para FKBP52 wild type. De forma 

análoga a lo reportado en el Capítulo 1 sobre la potenciación de la actividad 

transcripcional de NF-B por FKBP52, en este caso, la actividad PPIasa de FKBP52 

parece ser relevante también en la activación de E2F4 
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Figura 3.11. Efecto de FKBP51 y FKBP52 sobre la actividad transcripcional de E2F4.  

a. Ensayo de gen reportero para E2F4 con cantidades crecientes del vector de expresión para FKBP51 (0, 250, 375 o 

500 ng) o para FKBP52 (0, 250, 375 o 500 ng). Valores representados como porcentaje promedio de actividad 

transcripcional de E2F ± ES con 100% activación para E2F4 sin FKBPs. b. Western blot representativos de la 

sobreexpresión de E2F4-HA, FKBP51 y FKBP52, detectados con anticuerpo anti HA, anti FKBP51 o anti FKBP52, 

respectivamente. c. Ensayo de gen reportero para E2F4-HA con cantidades crecientes de FKBP52 (0, 375 y 500 ng) 

o de FKBP52 F130Y, una mutante de FKBP52 sin actividad enzimática, (0, 375, 500 ng). d. Western blot representativo 

de la sobreexpresión de FKBP52, FKBP52 F130Y y E2F4-HA detectado con anticuerpo anti HA. 

Referencias: Significativo respecto a control con E2F4 en ausencia de sobreexpresión de FKBPs (*p 0,05).  

 

Si bien los ensayos de gen reportero para los factores de transcripción E2F 

sugieren que tanto FKBP51 como FKBP52 serían potenciales reguladores positivos de 

su actividad transcripcional, no es posible determinar mediante estos experimentos la 

identidad de los genes blanco de E2F que serían inducidos por FKBP51 y FKBP52. 

Tampoco sería entonces posible poder definir el destino celular luego de la activación de 

los factores E2F (apoptosis, proliferación celular, diferenciación). Es posible que tanto el 

efecto pro-proliferativo y antiapoptótico de FKBP51, así como la mayor susceptibilidad a 

la muerte celular en células que sobreexpresan FKBP52, sean responsabilidad de la 

acción de estas FKBPs sobre factores de la familia E2F, o bien por una regulación 

coordinada entre E2F y NF-B.  
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En resumen, se confirma la acción antiapoptótica de FKBP51, la cual ya había 

sido reportada por nuestro laboratorio (65). Se describe además un rol novedoso de 

FKBP51 en la proliferación celular. Teniendo en consideración la acción de FKBP51 

sobre los procesos celulares antes mencionados, y que niveles incrementados de esta 

IMM se encuentran en células tumorales y líneas celulares cancerosas (32, 61), resulta 

de gran interés evaluar el efecto de la sobreexpresión de FKBP51 sobre la expresión 

génica. En tal sentido, debe remarcarse que a diferencia de lo que ocurre en la gran 

mayoría de los tumores humanos estudiados, la expresión de FKBP51 se encuentra 

disminuida en el caso particular del cáncer de páncreas. En cáncer de páncreas, FKBP51 

tiene acción pro-apoptótica y este efecto es producto de la regulación existente entre 

FKBP51 y el modulador transcripcional Akt (33, 62). Esta observación es contraria a lo 

que ocurre en la mayoría de los tumores y a lo encontrado en este capítulo. El único 

mecanismo propuesto para FKBP51 en células cancerosas no puede explicar la acción 

pro-proliferativa y antiapoptótica de FKBP51. Con el objetivo, de profundizar el estudio 

de la sobreexpresión de FKBP51, se realizó un ensayo comparativo de la expresión de 

genes entre células Hek293 pCI-neo y Hek293 FKBP51 con un microarreglo.  

Estudio de la expresión diferencial de genes entre Hek293 FKBP51 y Hek293 pCI-

neo con un microarreglo de expresión.  

Células Hek293 FKBP51 y Hek293 pCI-neo fueron cultivadas en condiciones 

estándar para realizar el ensayo de microarreglo. La extracción de ARN fue efectuada 

con Trizol (sección Materiales y Métodos). Se utilizaron 4 muestras de ARN de cada línea 

obtenidas según se especifica en la sección Materiales y Métodos. Las muestras fueron 

seleccionadas y dispuestas para evitar efectos provenientes del número de pasaje 

celular, las condiciones de cultivo y la ubicación en el slide. La expresión génica fue 

estudiada con el microarreglo de expresión de un color SurePrint G3 Human GE v2 

8x60K (Agilent) de 8 muestras con cobertura para 60.000 sondas. El ensayo de 

microarreglo propiamente dicho fue realizado por el servicio de microarreglos 

proporcionado por el Instituto Pasteur de Montevideo, a cargo del Dr. Carlos Robello. Los 

datos correspondientes a la intensidad de fluorescencia registrada para cada muestra y 

sonda, fueron enviados a nuestro laboratorio. La anotación, el análisis estadístico y 

biológico de los datos fue llevado a cabo en nuestro laboratorio como se detalla en la 

sección Materiales y Métodos.  
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El procesamiento de los datos fue realizado con la herramienta BRB array tools 

(NIH). Se aplicó un filtro de detección de fluorescencia con un umbral de intensidad 

mínimo igual a 5 U.A, y se promedió la intensidad correspondiente a los spots replicados 

en el slide. Cada sonda en el slide cuenta con un identificador único. Mediante la 

anotación, a cada identificador le es asignado un símbolo de gen, nombre de gen o una 

secuencia de NCBI o EnsEMBL. Los valores de intensidad de fluorescencia fueron 

normalizados también por el método de cuantiles, y los transcriptos fueron filtrados según 

las veces inducción (Fold change) de su expresión entre ambas líneas celulares estables 

(Fold change  1,5; o fold change  0,5). De los 62977 transcriptos evaluados con el 

arreglo, incluyendo controles internos, 8185 fueron recuperados luego de la aplicación 

de los filtros y normalizaciones. En la Figura 3.12 se presenta una representación gráfica 

de los transcriptos con expresión incrementada (Figura 3.12.a) y disminuida (Figura 

3.12.b) en Hek293 FKBP51 respecto a Hek293 pCI-neo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.12. Scatter plot. Expresión promedio de los transcriptos en células Hek293 FKBP51 

(ordenadas) y células Hek293 pCI-neo (absisas). 
a.  Transcriptos con expresión promedio incrementada (verde) en la línea celular Hek293 FKBP51 respecto de 

Hek293 pCI-neo considerando como línea de corte fold change  1,5 

b. Transcriptos con expresión promedio disminuida (verde) en células Hek293 FKBP51 respecto a Hek293 pCI-neo 

con fold change  0,5. 
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La comparación entre Hek293 FKBP51 y Hek293 pCI-neo con una prueba t de 

Student de varianza aleatoria devolvió 272 transcriptos expresados diferencialmente 

entre ambas líneas celulares con un nivel de significancia de p0,001, y 571 genes con 

un p valor mayor (p0,005). En la Figura 3.13 se exhibe una representación gráfica del 

resultado del análisis estadístico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.13. Volcano Plot de los genes expresados en Hek293 FKBP51 vs pCI-neo-  

Los genes que resultaron luego del filtrado de datos por intensidad (sección Materiales y 

Métodos) se encuentran representados individualmente con un círculo. Los círculos azules 

corresponden a los genes significativos del análisis. El p-value corresponde al p valor 

determinado por comparación de clases (t test de varianza aleatoria), donde la línea punteada 

indica el valor de corte en escala logarítmica (p 0,001). El fold change se expresa como el 

logaritmo de la intensidad promedio normalizada de Hek293 FKBP51 dividido por el logaritmo de 

la intensidad normalizada promedio de Hek293 pCI-neo para el mismo gen. Los valores de log 

(Fold Change) positivos corresponden a los genes con expresión aumentada en Hek293 FKBP51 

respecto a Hek293 pCI-neo, mientras que los valores negativos se asocian a los genes con 

expresión disminuida.  

 

En la Figura 3.14 se muestra la agrupación de transcriptos expresados 

diferencialmente (p 0,001) en clústers jerárquicamente por distancia euclidiana entre 

ambas líneas celulares obtenido con la BRB array tools como se detalla en la sección 

Materiales y Métodos.  
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Figura 3.14. Heatmap de los transcriptos expresados diferencialmente entre Hek293 pCI-

neo y Hek293 FKBP51.  

Cada columna corresponde a una muestra específica (1 a 8) según se detalla en la sección Materiales y Métodos. Las 

muestras pudieron ser agrupadas en dos grandes clases, Hek293 FKBP51 y Hek293 pCI-neo. Las filas corresponden 

a transcriptos independientes que fueron agrupados en clusters según expresión y similitud de secuencia. A la derecha 

del gráfico se presenta la referencia de color según el nivel de expresión de los transcriptos.  
 

La lista de 572 transcriptos con expresión diferencial entre ambas líneas celulares 

(p0,005) obtenida con BRB array tools fueron estudiados con el software Ingenuity 

Pathways (IPA, Quiagen). De estos 571 transcriptos, 478 corresponden a genes, y 93 no 

están asociados a ningún gen conocido. Las secuencias no codificantes contienen 50 

LincRNAs (Long intergenic non coding RNAs), 37 LncRNAs (Long Non Coding RNAs) y 

6 snoRNAs (small nucleolar RNAs). En su gran mayoría, no se ha reportado función 

biológica conocida para estas secuencias, pero su composición nucleotídica se 

Hek293 FKBP51 Hek293 pCI-neo 

1 2 3 4 5 6 7 8 



Capítulo 3 

 

 178 

encuentra depositada en NCBI, EnsEMBL o en la base de datos LNCpedia. Como 

consecuencia de esto, los sucesivos análisis biológicos, no han tenido en cuenta las 

secuencias no codificantes, sólo los genes con expresión diferencial obtenidos con el 

microarreglo.  

Los genes determinados experimentalmente fueron contrastados 

estadísticamente con un F-test (p0,05) con listas de genes agrupados por funciones 

biológicas y/o enfermedades en las que participan según la base de datos Knowledge 

Data Base (Quiagen). En la Tabla 3.1 se muestran las principales categorías de 

funciones celulares y moleculares que se muestran alteradas en células que 

sobreexpresan FKBP51 respecto a la línea celular control. Entre las principales 

categorías se incluyen algunas relacionadas con el crecimiento celular y la proliferación, 

lo cual muestra coincidencia con las observaciones fenotípicas presentadas en el 

presente capítulo. Las categorías de funciones moleculares y celulares están 

acompañadas de un rango de p-valores, correspondientes a las funciones específicas 

agrupadas dentro de dicha categoría. También se informa el número de moléculas del 

microarreglo que forman parte de la categoría en cuestión  

 

 

 

 

Tabla 3.2. Lista de las principales funciones moleculares y celulares, agrupadas en 

categorías, a las cuales pertenecen los genes con expresión diferencial entre ambas líneas 

celulares.  

Cada categoría está acompañada del rango de p-valores de las funciones biológicas que agrupa, así como 

el número de genes con expresión diferencial entre Hek293 FKBP51 y Hek293 pCI-neo relacionados con la categoría 

en cuestión.  

 

. En la Tabla 3.3 se exhiben algunas de las funciones moleculares y celulares 

específicas que forman parte de las categorías anteriores. Las funciones biológicas de 

la Tabla 3.3 además muestran un z-score para cada una de ellas. El z-score corresponde 

a una variable calculada por el software IPA que, a partir del nivel de expresión de los 

genes en el microarreglo, y la información disponible en bases de datos, realiza una 

predicción acerca del incremento o disminución de la función biológica estudiada. En la 
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primera parte de la tabla se muestran las funciones que según el z-score calculado (z-

score  2,00) se pronostica que se verían estimuladas en Hek293 FKBP51 respecto de 

Hek293 pCI-neo. En la segunda parte, se muestran las funciones biológicas con z-score 

 -2,00. En general, el análisis realizado con IPA predice que las funciones biológicas 

relacionadas con proliferación, crecimiento celular e invasión se encontrarían 

estimuladas en las células que sobreexpresan FKBP51 respecto de la línea celular 

control. Estas funciones incluyen, invasión de células, organización del citoesqueleto, 

cantidad de células, mitogénesis de líneas celulares tumorales, formación de 

prolongaciones celulares, entre otras. Por otro lado, el análisis con IPA de los resultados 

obtenidos con el microarreglo de expresión muestra que aquellas funciones biológicas 

asociadas a muerte celular se verían desfavorecidas. Nuevamente, estos resultados 

complementan los hallazgos presentados en el presente capítulo en relación con un 

posible rol de FKBP51 como agente pro-proliferativo y antiapoptótico. 

Funciones biológicas anotadas p-valor predicción z-score número de 

moléculas 

Diferenciación de células madre 1,13 x 10-3 incrementado 3,537 16 

Contacto célula – célula 8,93 x 10-4 incrementado 3,345 33 

Dinámica de microtúbulos 4,42 x 10-4 incrementado 3,319 58 

Invasión de células 6,64 x 10-4 incrementado 3,171 45 

Organización del citoesqueleto 7,38 x 10-4 incrementado 2,837 65 

Crecimiento de tejido embrionario 2,41 x 10-3 incrementado 2,741 16 

Cantidad de células 7,48 x 10-3 incrementado 2,706 72 

Formación de prolongaciones celulares 1,12 x 10-4 incrementado 2,485 49 

Invasión de líneas celulares tumorales 7,47 x 10-3 incrementado 2,479 33 

Mitogénesis de líneas celulares tumorales 5,38 x 10-3 incrementado 2,091 5 

Diferenciación de neuronas 2,47  x 10-6 incrementado 2,049 30 

     
Muerte de organismo 4,80 x 10-3 disminuido -6,107 96 

Morbilidad o mortalidad 1,62 x 10-3 disminuido -5,832 100 

Muerte prenatal 2,53 x 10-3 disminuido -3,834 29 

Degeneración de órganos 2,50 x 10-3 disminuido -3,057 28 

Neurodegeneración de nervios 3,19 x 10-3 disminuido -2,219 5 

Neurodegeneración de neuronas 
sensoriales 

1,59 x 10-3 disminuido -2,211 6 

 

Tabla 3.3. Lista de funciones biológicas anotadas en las que participan los genes con 

expresión diferencial entre células Hek293 FKBP51 y de Hek293 pCI-neo.  

Se muestran las funciones biológicas anotadas, acompañadas del z-score y la predicción 

realizada a partir del z-score para la estimulación o disminución de la función biológica 

correspondiente. El número de moléculas corresponde al número de genes expresados 
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diferencialmente entre ambas líneas celulares que participan de la función biológica en cuestión. 

Los genes expresados diferencialmente entre Hek293 FKBP51 y Hek293 pCI-neo que participan 

de las funciones biológicas de mayor relevancia para este trabajo se presentan en la Figura 3.15 

en un diagrama radial (IPA, Quiagen).  
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Figura 3.15. Genes con expresión diferencial entre ambas líneas celulares agrupados 

según las funciones biológicas en las que participan.  

a. Genes que participan de la invasión celular, b. regulación de la cantidad de células y c. la mitogénesis.  

Referencias: los genes son nombrados por el símbolo de gen. Los colores representan el nivel de expresión 

determinado en el microarreglo para Hek293 FKBP51 respecto de Hek293 pCI-neo (rojo-rosa: expresión aumentada, 

azul-celeste: expresión disminuida, naranja: z-score  2,00, celeste: z-score -2,00, gris: predicción no disponible, 

amarillo: contradicción entre la predicción por z-score y la expresión del gen).  

 

Alrededor de 371 genes de los 572 expresados diferencialmente entre Hek293 

FKBP51 y Hek293 pCI-neo, presentan una expresión alterada en diferentes tipos de 

cáncer (Tabla 3.4). En su conjunto, tanto los genes asociados a cáncer que resultaron 

del microarreglo, como los que participan de las funciones biológicas relacionadas con 

proliferación, invasión y muerte, mostradas en la Tabla 3.2, podrían ser algunos de los 

responsables de los efectos pro-proliferativos y antiapoptóticos de FKBP51.  

 

 

 

 

Tabla 3.4. Enfermedades y desórdenes agrupados en categorías en los cuales la 

expresión de los genes determinados en el ensayo de microarreglo se encuentra alterada.  

Los genes con expresión diferencial entre Hek293 FKBP51 y Hek293 pCI-neo fueron contrastados con información 

presente en la base de datos Knowledge Data Base, Quiagen, que recopila información publicada y anotada de 

ensayos de secuenciación masiva, microarreglos y qPCR. Los resultados del F-test (p0,05) se muestran en la tabla, 

acompañados con el rango de p-valores de la enfermedades y desórdenes que participan de la categoría 

correspondiente. El número de moléculas corresponde al número de genes del microarreglo realizado que están 

asociadas a cada categoría.  

 

A continuación, se realizaron diferentes análisis relacionados con las vías de 

señalización en las que participarían los genes expresados diferencialmente entre ambas 

líneas celulares. En la Figura 3.16 se muestran las vías de señalización canónica 

determinadas con el software IPA en las cuales participan los genes que resultaron del 

experimento de microarreglo (F-test, p0,05). Las vías de señalización canónica 

pertenecen a la base de datos Knowledge Data Base, Quiagen, que recopila datos 

experimentales publicados y las vías de señalización definidas en KEGG y BioCarta, 

entre otras.  
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Resulta interesante remarcar que las vías de señalización más representadas y 

con mayor significancia corresponden a las vías de degradación de neurotransmisores 

(dopamina, serotonina, melatonina, noradrenalina y adrenalina), a la transmisión de 

señales en terminales axónicas y a la señalización de la vía de Wnt/β-catenina (Figura 

3.16). Los resultados relacionados con la degradación de neurotransmisores y 

señalización axónica sugieren un perfil de expresión de la línea celular Hek293 

relacionado con un linaje neuronal. También se ve reflejado en las funciones biológicas 

de las Tablas 3.2 y 3.3, dónde se muestran funciones relacionadas con 

neurodiferenciación, neurodegeneración y enfermedades neurológicas. 

Tradicionalmente se ha aceptado que la línea celular Hek293 tiene origen embrionario 

renal humano. Los resultados encontrados en este ensayo de microarreglo con líneas 

celulares estables de Hek293 son consistentes con otros estudios recientes de 

secuenciación masiva y expresión génica de gran escala. Los ensayos reportados han 

identificado un perfil de expresión de esta línea celular compatible con un linaje neuronal, 

y no así con una célula de riñón. Las teorías propuestas indican que existe la posibilidad 

de por su origen embrionario, la potencialidad de estas células permita su diferenciación 

a células con cierto compromiso hacia un linaje neuronal luego de su inmortalización 

(136). Otra alternativa propuesta indicaría que las células Hek293 se habrían originado 

de una muestra de tejido de glándula adrenal, adyacente al riñón embrionario y con 

componente neuronal en la región medular de la glándula (136, 137).  

La vía de señalización de Wnt/β-Catenina comienza con la estimulación de 

receptores de membrana por glicoproteínas de la familia Wnt, y termina con la activación 

de regulador de la transcripción β-catenina. El rol de la señalización Wnt/β-catenina ha 

sido ampliamente descripto en cáncer de colon, pero tiene un rol importante en la 

carcinogénesis de numerosos tumores (138). Adicionalmente, β-catenina puede 

interactuar con varios factores de transcripción y/o participar de la vía de señalización de 

éstos. Es así que la vía de Wnt/β-catenina se entrelaza con la de NF-B (139), E2F (140, 

141) y p53 (142).  

Los resultados del ensayo de microarreglo también permitieron realizar un estudio 

de los posibles factores de transcripción río arriba de los genes expresados 

diferencialmente entre ambas líneas estables. La función Gene Set Expression 

Comparisson de la herramienta BRB array tools permitió comparar los genes expresados 

diferencialmente entre ambas líneas celulares con listas de genes agrupados según los 

factores de transcripción capaces de regular su expresión verificados experimentalmente 
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(sección Materiales y Métodos). En la Tabla 3.4 se muestran los factores de transcripción 

hallados significativa con al menos uno de los 3 test estadísticos realizados (permutación 

LS/KS, test Efron-Tibshirani GSA). En este análisis se encontraron los factores de 

transcripción E2F4, p65, y AP-1, entre otros. En la presente tesis se han mostrado 

evidencias que sostienen una regulación de NF-B (Capítulo 2) y de E2F4 (Capítulo 3) 

por FKBP51. Adicionalmente, otra línea de trabajo de nuestro laboratorio ha encontrado 

una novedosa regulación de la familia de factores de transcripción AP-1 por FKBPs.  
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Figura 3.16. Vías de señalización canónica en las que participan los genes con expresión 

alterada en Hek293 FKBP51 respecto de Hek293 pCI-neo 

Vías de señalización canónicas definidas por Quiagen Knowledge Base según Ingenuity Pathways (Quiagen, IPA), en 

las cuales participan los genes con expresión diferencial entre Hek293 FKBP51 y Hek293 pCI-neo. Las vías de 

señalización fueron determinadas por un F-test (p 0,05, test F) y ordenadas por significancia, de mayor a menor, 
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expresada como -log (p valor). El Ratio corresponde a la fracción de genes determinada experimentalmente que 

pertenecen a la categoría indicada respecto del total de los genes de dicha categoría. Los colores de las barras son 

asignados según el z-score calculado. 

Referencias: z-score=0, blanco. Z-score negativo, azul. Z-score positivo, naranja. Línea naranja, ratio.  

 

Tabla 3.3. Factores de transcripción capaces de regular la transcripción de los genes con 

expresión diferencial en células que sobreexpresan a FKBP51 respecto de las células 

control. Los factores de transcripción listados fueron determinados por el test de permutación LS/KS o Efron-

Tibshirani's GSA de media máxima (p 0,05). 

 

Los resultados obtenidos en este capítulo proponen que la sobreexpresión de 

FKBP51 genera un efecto estimulante de la proliferación y negativo sobre la muerte 

celular en células Hek293. Teniendo en consideración que numerosos tumores 

presentan expresión aumentada de FKBP51, los resultados obtenidos en este estudio 

podrían ser extrapolados a otros tipos celulares. FKBP51 es una proteína reguladora de 

la acción de NF-B (Capítulo 2), y posiblemente también de la familia de factores de 

transcripción E2F (Capítulo 3). A la luz de los hallazgos realizados con el ensayo de 

microarreglo, se detectó que la sobreexpresión de FKBP51 tendría un impacto sobre la 

expresión de numerosos genes, y también ARNs no codificantes. El análisis 

bioinformático de los datos experimentales sugiere que FKBP51 podría regular sendas 

vías de señalización, no solamente relacionadas con procesos celulares de proliferación, 

muerte e invasión, sino también en la señalización propia de tejido neuronal. Es posible 

especular a partir de la conjunción de resultados y análisis presentados, que la 

sobreexpresión de FKBP51 podría tener un rol sobre diferentes vías de señalización, NF-

B, E2F, Wnt/β-catenina y AP-1, que aunque tradicionalmente son estudiadas como 

separadas entre sí, formarían parte de una red coordinada para regular la proliferación 

celular, el ciclo celular, la muerte y la proliferación. 
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Discusión 
 

 

El presente trabajo de tesis doctoral aborda el estudio de la modulación del factor 

de transcripción NF-B por proteínas FKBPs y evalúa nuevas funciones biológicas 

inherentes a FKBP51 y FKBP52. Los resultados experimentales obtenidos fueron 

presentados en tres capítulos. En el Capítulo 1 se estudió la modulación de NF-B por 

FKBP52 sobre diferentes pasos de su cascada de activación, en el Capítulo 2 se realizó 

un análisis similar para la acción de FKBP51 sobre la función biológica de NF-B, y en 

el tercer y último capítulo se ensayó la acción de FKBP51 y FKBP52 sobre la proliferación 

y muerte celular, completándose el análisis con un estudio de microarreglo.  

El estudio de las IMMs resulta de especial relevancia ya que su actividad enzimática 

de PPIasa ejercida sobre proteínas plegadas las convierte en posibles interruptores 

moleculares para diferentes vías de señalización celular. Ha sido demostrado por 

ensayos de RMN que la isomerización de enlaces x-Pro es capaz de regular la acción 

de ciertas proteínas, mientras que para algunas otras proteínas existe evidencia indirecta 

de la importancia de este tipo de isomerización en diferentes procesos celulares. 

Las proteínas FKBP51 y FKBP52 han sido las primeras proteínas FKBPs en ser 

descriptas como reguladores de la acción biológica de los RE (MR, GR, AR; ER, PR). En 

particular, nuestro laboratorio ha tenido una particular participación en la elucidación de 

los eventos que llevan a la activación y la transformación del heterocomplejo de GR (42). 

El modelo general de activación de los RE propone que FKBP51 interactúa con el 

heterocomplejo formado por proteínas Hsps (Hsp70 y Hsp90) en ausencia de 

estimulación con hormona. Luego de la estimulación, FKBP51 es intercambiada por 

FKBP52 (40, 45). La unión de FKBP52 a la proteína motora dineína posibilita el transporte 

retrógrado activo del heterocomplejo por la red de microtúbulos. Los ensayos muestran 

que en general, FKBP52 potencia la actividad transcripcional de los receptores y 

favorece la localización nuclear de los mismos. El dominio FK1 de FKBP52 con actividad 

enzimática, es necesario para la interacción con dineína, pero su actividad de PPIasa 

propiamente dicha no participa de la regulación de los RE (46). Por el contrario, FKBP51 

inhibe la actividad transcripcional de los RE, con excepción de AR, y retrasa su 

translocación nuclear (35).  
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El objetivo central de este trabajo de tesis fue evaluar la posible regulación del factor 

de transcripción NF-B por FKBP51 y FKBP52, de manera similar a lo demostrado para 

los RE, pero en un sistema en el que el factor transcripcional no se asocia a Hsp90, lo 

que le confiere una mayor universalidad al mecanismo de acción de las IMMs antes 

demostrado. De forma análoga a estos receptores, el factor de transcripción NF-B se 

encuentra inactivo en el citoplasma en ausencia de estímulo, y es transportado 

activamente por el complejo motor dineína/dinactina al núcleo luego de su activación 

(76). La chaperona Hsp90 forma parte del complejo de proteínas quinasas IKK (106, 

107), y con el regulador de los RE y de NF-B, RAC3 (73), tal que si bien no interacciona 

directamente con las subunidades del heterodímero de NF-B y por ende no estaría 

involucrada en su retrotransporte, sí puede predecirse algún tipo de efecto dependiente 

de la chaperona en el resto de la cascada de activación. El conjunto de estas 

observaciones fue el puntapié inicial que motivó el estudio de la posible acción de 

FKBP51 y FKBP52 sobre la regulación de NF-B realizado en esta tesis doctoral.  

Los primeros ensayos llevados a cabo en nuestro laboratorio y mostrados en la 

sección Introducción [sección Introducción, (34)] evidenciaron que existe una interacción 

directa (demostrada con proteínas purificadas) de la subunidad p65 de NF-B con 

FKBP51 y FKBP52, así como una posible regulación transcripcional de NF-B por estas 

proteínas. Estos hallazgos impulsaron la necesidad de estudiar los mecanismos 

involucrados en la novedosa regulación de NF-B por proteínas FKBPs, así como la 

importancia de su actividad enzimática en estos procesos.  

Modulación de NF-B por FK506-binding protein 52-kDa. 

Los primeros experimentos realizados demostraron que la activación 

transcripcional de NF-B (evaluada por ensayos de gen reportero) era potenciada por la 

sobreexpresión de FKBP52 de manera no exclusiva a la estimulación con PMA. 

Resultados similares a los hallados con PMA fueron encontrados mediante el tratamiento 

con TNF-α, tanto en ensayos de gen reportero como en la expresión de genes blanco de 

NF-B (Bax y MMP-9). También se han obtenido hallazgos similares en relación con la 

translocación nuclear de p65 en células tratadas con PMA (sección Introducción) y con 

TNF-α (Capítulo 1) luego de la sobreexpresión de FKBP52. La interacción entre FKBP52 

y p65 ha sido demostrada no solo en células Hek293T, sino también en la línea celular 

Jurkat, como respuesta de la incubación con PMA, TNF-α y LPS: En resumen, los 

resultados recopilados a lo largo del Capítulo 1 muestran que la regulación de NF-B por 
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FKBP52 sería independiente del estímulo activador utilizado para los eventos que fueron 

evaluados dentro de su cascada de señalización.  

Además de su efecto sobre la actividad transcripcional de NF-B, los resultados 

obtenidos demuestran que FKBP52 participa en varios eventos dentro de la cascada de 

señalización del factor de transcripción. Los ensayos de inmunofluorescencia indirecta 

evidenciaron que la sobreexpresión de FKBP52 favorece la retención nuclear de p65 

luego del tratamiento con TNF-α (Capítulo 1) o PMA. Los resultados observados luego 

de la estimulación con TNF-α muestran una mayor retención nuclear de p65 al menos 

por 30 min adicionales para células que sobreexpresan FKBP52 respecto a células 

transfectadas con el vector vacío. En el caso de los resultados presentados en la sección 

Introducción para células Hek293T tratadas con PMA y transfectadas con el plásmido de 

expresión para p65-HA, existe también un efecto de la sobreexpresión de FKBP52 sobre 

la retención nuclear de p65, pero de menor duración que el obtenido con TNF-α (15 min). 

Esta diferencia podría ser producto de la sobreexpresión de p65, o bien propia de cada 

estímulo activador. De forma similar a lo demostrado para NF-B, nuestro laboratorio ha 

reportado que la sobreexpresión de FKBP52 favorece la localización nuclear de MR 

luego de la estimulación de células Hek293T y COS-7. Debe comentarse que FKBP52 

se asocia a proteínas del nucleoesqueleto como NuMA (tesis doctoral de Luciana Gallo), 

con las que co-purifica, anclando de esta manera a GR al núcleo. Ello nos ha hecho 

postular que esta IMM actuaría como puente molecular entre el factor de transcripción y 

las estructuras nucleares.  Aún más, en células MEF knock out para FKBP52 no sólo se 

ve impedido el retrotransporte de MR y GR respecto de células MEF wild type (efecto 

revertido por la expresión exógena de FKBP52 (40)), sino que la población nuclear de 

receptor se ve fuertemente disminuida en las células KO. En el caso de GR, el 

silenciamiento de la inmunofilina FKBP52 inhibe la localización nuclear del receptor en 

neuronas frente al tratamiento con dexametasona (143).  

Para ninguno de los factores de transcripción antes mencionados, según la 

evidencia acumulada con GR y MR, y los resultados obtenidos en esta tesis para NF-B, 

la sobreexpresión de FKBP52 resultó en un incremento en la velocidad de translocación 

nuclear del factor de transcripción. Es posible que el nivel endógeno de FKBP52 ya sea 

suficiente para saturar el sistema de transporte activo dependiente de dineína, y que por 

lo tanto la sobreexpresión no resulte en un incremento de la velocidad de transporte 

retrógrado. A pesar de esto, la presencia de FKBP52 sería necesaria para el transporte 
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activo según se ha demostrado para los RE por silenciamiento de FKBP52 (143), aunque 

esto no ha sido aún ensayado para NF-B. El incremento del tiempo de retención nuclear 

de MR, GR y NF-B producto de la sobreexpresión de FKBP52 también podría ser 

consecuencia de diferentes mecanismos, como un una regulación negativa sobre el 

proceso de exportación nuclear y/o una potenciación de la interacción de los 

mencionados factores de transcripción con el ADN. En relación a esta última posibilidad, 

nuestro laboratorio ha demostrado por primera vez mediante ensayos de 

inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP) que FKBP52 tiene la posibilidad de 

localizarse en secuencias promotoras, específicamente sobre secuencias de respuesta 

a NF-B cercanas a la región codificante del gen de MMP-9 luego de la estimulación con 

PMA (34). En esta misma región promotora además se logró recuperar a la subunidad 

p65 de NF-B (34). Es posible especular que la localización de FKBP52 en regiones 

promotoras podría estar relacionada con una regulación de la actividad transcripcional 

de NF-B, o bien que FKBP52 participe en el reclutamiento de cofactores, remodeladores 

de la cromatina u otros factores que tengan influencia sobre la transcripción.  

Algunos de los eventos tempranos dentro de la activación de canónica de NF-B 

comprenden la fosforilación IBα y su posterior degradación. Luego de la 

estimulación con diferentes agentes (PMA, TNF-α o LPS), se activan receptores y/o 

proteínas quinasa que terminan con la activación del complejo de quinasas IKK. La 

subunidad IKK del complejo es encargada de fosforilar a IBα en dos residuos serina 

(Ser32 y Ser36). Existe evidencia que propone que hay una interacción entre el complejo 

IKK y Hsp90 (106, 107). El laboratorio de la Dra. Romano (Universidad de Naples 

Federico II, Italia) ha propuesto que IKK interactúa con la co-chaperona Cdc37 y con 

FKBP51 (105). A pesar de la gran similitud estructural entre FKBP51 y FKBP52, no se 

ha reportado que exista interacción entre IKK y FKBP52. En concordancia con esto, los 

experimentos de Western blot presentados en el Capítulo 1 revelados con anticuerpo 

anti-IBα y anti p- IBα sugieren que la sobreexpresión de FKBP52 no modula la 

fosforilación ni la degradación temporal de IBα. De estos resultados se puede postular 

que la regulación de NF-B por FKBP52 no estaría relacionada con una modulación de 

la fosforilación o degradación de IBα.  

En el Capítulo 1 se ha determinado que la sobreexpresión de FKBP52 es suficiente 

para inducir la acumulación de proteína p65. Sin embargo, tanto los resultados de 

actividad transcripcional de NF-B como los ensayos de inmunofluorescencia indirecta 
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no revelan que la sobreexpresión de FKBP52 sea suficiente para inducir la actividad 

transcripcional de NF-B ni la translocación nuclear de p65 en ausencia de estímulo 

activador (como sí lo hace luego del tratamiento con PMA o TNF-α). La acumulación de 

p65 puede ser regulada por dos procesos contrapuestos: la degradación de proteína 

existente y la transcripción del ARNm correspondiente seguida de la síntesis de proteína 

de novo. La degradación de p65 cumple un rol crucial en el mantenimiento de los niveles 

proteicos de p65, pero también es relevante para una eficiente terminación de la 

transcripción mediada por NF-B. La unión al ADN de NF-B es un desencadenante de 

la ubiquitinación de p65, que resulta en la degradación y remoción del factor de 

transcripción de los sitios promotores. Numerosas evidencias resaltan que la inhibición 

de la degradación de p65 por tratamiento con inhibidores del proteasoma o con proteínas 

p65 recombinantes resistentes a ubiquitinación, resulta en una expresión sostenida de 

genes blanco de NF-B específicos (85). Existe escasa información hasta el momento 

acerca de la regulación de la transcripción del gen RELA. La evidencia disponible indica 

que la expresión del ARNm de p65 puede ser regulada solo por dos proteínas, Sp1 y 

MDM2 (116).  

En el presente trabajo se decidió poner a prueba la hipótesis que sostiene que la 

sobreexpresión de FKBP52 favorece la estabilidad de la proteína p65, teniendo en 

cuenta la conocida importancia de la degradación de p65 en la transcripción de genes 

blanco de NF-B y en la permanencia sobre sitios promotores. La posible participación 

de FKBP52 en la estabilidad de p65 podría llegar a explicar el incremento en la actividad 

transcripcional y aumento en el tiempo de retención nuclear de p65 como consecuencia 

de la sobreexpresión de FKBP52. Los ensayos realizados en el Capítulo 1 mostraron 

que la transfección con el plásmido de expresión para FKBP52 favorece la acumulación 

de p65 aún en presencia puromicina, un inhibidor de la síntesis proteica. Además, la 

sobreexpresión de FKBP52 induce el incremento de los niveles proteicos de p65 

endógeno y de p65 exógeno codificado por el vector de expresión p65-HA. Ambas 

evidencias obtenidas en esta tesis sugieren un rol de FKBP52 sobre la regulación de la 

estabilidad de p65. No obstante, esto no descarta que FKBP52 pudiese tener un efecto 

modulador sobre la transcripción del gen RELA o sobre la estabilidad de su ARNm, algo 

que aún no ha sido estudiado. El tratamiento con MG132 mostrado en el Capítulo 1 

mostró un incremento en la acumulación de p65, mientras que el ensayo de 

ubiquitinación demostró que p65 es capaz de ser poliubiquitinada en las condiciones y 
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el tipo celular estudiado. Ambos ensayos sugieren que la subunidad p65 del 

heterodímero se encuentra sujeta a ubiquitinación y a posterior degradación por el 

proteasoma; hallazgo que no se contradice con lo reportado con anterioridad (118). Entre 

las ubiquitina E3 ligasas conocidas para p65 se encuentran SOCS1, MKRN, PPAR- e 

ING-4 (87). CHIP (Carboxyl terminus of Hsc70-Interacting Protein) es una proteína con 

actividad de ubiquitina E3 ligasa conocida por regular la biodisponibilidad de diferentes 

factores de transcripción, entre ellos GR, p53 y tau. Además de su actividad enzimática, 

CHIP posee 3 dominios TPR de interacción a proteínas Hsp, entre las que se encuentran 

Hsp70 y Hsp90, pero solo la interacción con Hsp70 sería suficiente para inducir la 

degradación de proteínas cliente (144). En este trabajo, así como en otros resultados 

obtenidos por el laboratorio (34), más la evidencia bibliográfica reciente (118), se ha 

demostrado que p65 es capaz de unirse a Hsp70. No se conoce si CHIP podría formar 

parte del complejo Hsp70•p65, pero sí es sabido que la sobreexpresión de CHIP estimula 

la degradación de la proteína quinasa NIK (NF-B-inducing kinase) y esto reprime la 

activación de la vía no canónica de NF-B (145). El compendio de evidencias y los 

resultados obtenidos en esta tesis permiten especular que CHIP podría ser una proteína 

presente en el complejo Hsp70•p65, y que FKBP52 sería factible de favorecer la 

estabilidad de p65 por competir a través de su dominio TPR con la ubiquitina E3 ligasa 

CHIP por Hsp70. Ensayos de co-inmunoprecipitación y de estabilidad de p65 luego de 

la sobreexpresión de CHIP podrían poner a prueba esta nueva hipótesis en el futuro.  

La fosforilación de p65 en Ser536 es un hito dentro de la cascada de activación 

de NF-B y una marca de activación de p65. Esta modificación post-traduccional está 

asociada la potenciación de la actividad transcripcional de NF-B, a un incremento en la 

unión al co-activador p300, así como a una menor afinidad por IBα y a una disminución 

en la exportación nuclear mediada por IBα (113). La fosforilación puede ser catalizada 

por diversas proteína-quinasas, resultando en diferentes efectos biológicos según la 

enzima involucrada [ IKKα, y , NAK/TBK1 y RSK1, (113)]. Los ensayos de Western blot 

presentados en esta tesis y revelados con anticuerpo específico anti-p-p65 Ser536, 

mostraron una acumulación de p65 fosforilada en Ser536 luego de la sobreexpresión de 

FKBP52 en ausencia de estímulo externo. La fosforilación de p65 a lo largo del tiempo 

luego de la estimulación con PMA no se vio modificada por la sobreexpresión de 

FKBP52. La relación entre la cantidad relativa de proteína p65 y p-p65 Ser536, que se 

desprendió de las cuantificaciones correspondientes a los ensayos de Western blot en 
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células que sobreexpresan FKBP52 sin tratamiento con PMA, sugiere que FKBP52 

induce la acumulación de p65, y en consecuencia también un acopio proporcional de p-

p65 Ser536. Además del ya mencionado incremento en los niveles proteicos de p65, 

FKBP52 favorece la acumulación de proteína p65 con la modificación post-traduccional 

en Ser536 que es considerada una marca de activación de NF-B. Por lo tanto, estos 

resultados sugieren que FKBP52 no modula directamente la fosforilación de p65 en 

Ser536, pero sí favorece la acumulación de p65 y en forma proporcional, de p-p65 

Ser536. 

A partir de la recopilación de lo argüido a lo largo de la presente sección, es posible 

proponer que el efecto de FKBP52 sobre la actividad transcripcional de NF-B podría ser 

consecuencia de diferentes procesos. Es factible pensar que FKBP52 sería capaz de 

regular la actividad transcripcional de NF-B a partir del reclutamiento de co-factores y 

co-activadores en sitios promotores. El efecto de FKBP52 sobre la actividad 

transcripcional de NF-B también podría ser explicado por la acumulación de proteína 

p65 y de p-p65 Ser536. A pesar de que en ausencia de estímulo externo la 

sobreexpresión de FKBP52 no es suficiente para inducir la actividad transcripcional de 

NF-B, la proteína p65 acumulada (p65 y p-p65 Ser536) podría luego de la llegada de 

estimulación con PMA o TNF-α translocar al núcleo y entonces sí traducirse en un 

incremento de la transcripción como consecuencia de la mayor disponibilidad del factor 

de transcripción. En este sentido, ha sido demostrado que la sobreexpresión de la 

subunidad p65 es suficiente para estimular la expresión de genes blanco de NF-B (146). 

Según se ha demostrado a lo largo del Capítulo 1, la actividad PPIasa de FKBP52 

tiene un rol preponderante en la regulación ejercida por FKBP52 sobre NF-B. Ensayos 

de gen reportero y de PCR en tiempo real han permitido exponer que la actividad 

enzimática de PPIasa de FKBP52 tiene una importancia central en la estimulación de la 

actividad transcripcional de NF-B. Esto marca una diferencia crucial respecto a lo que 

ocurre en la regulación de los RE, dónde el domino FK1 de FKBP52 es necesario para 

su regulación pero no así su actividad enzimática. Los primeros ensayos que evaluaron 

el rol de la actividad enzimática de FKBP52 sobre la regulación de los RE mostraron que 

el tratamiento con FK506, así como una doble mutación puntual de FKBP52 (FD67DV) 

abolieron tanto la actividad PPIasa de FKBP52 como la potenciación de AR y GR (57). 

Estos hallazgos iniciales sugerían un rol importante de la actividad PPIasa de FKBP52 

en la modulación de los RE. Sin embargo, es sabido que FK506 es un macrólido de 
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tamaño considerable que no interactúa exclusivamente con el bolsillo catalítico de las 

FKBPs, y que además los residuos F67 y D68 se encuentran en la boca del dominio 

PPIasa y no forman parte del bolsillo propiamente dicho. Experimentos realizados 

posteriormente, corrigieron este problema y demostraron mediante mutantes puntuales 

de FKBP52 sin actividad enzimática en los residuos W90, F130 (ubicados en el bolsillo 

hidrofóbico del dominio), F67 y Y57, que la pérdida de actividad de PPIasa no se traduce 

en una abolición del efecto potenciador de los RE (56).  

Hallazgos inéditos de esta tesis mostraron que no sólo el tratamiento con FK506, 

sino también la sobreexpresión de mutantes puntuales de FKBP52 en F67 y F130 

(FKBP52 F67Y y FKBP52 F130Y) provocan una disminución en la actividad 

transcripcional de NF-B respecto de FKBP52 wild type. FKBP52 participa de la 

regulación de varios factores de transcripción, pero en ninguno de estos casos (a 

excepción de NF-B) su actividad de PPIasa resulta relevante para la regulación 

biológica de dichos factores. El rol de la actividad PPIasa de FKBP52 sobre la activación 

de NF-B constituye la primera función biológica descubierta hasta el momento para esta 

actividad. Dado que no se conocen otras implicancias asociadas a la actividad de PPIasa 

de FKBP52, su bolsillo catalítico resulta un blanco farmacológico prometedor para el 

diseño de inhibidores que busquen disminuir con cierta especificidad la actividad 

biológica de NF-B.  

Al igual que fue determinado para FKBP52 wild type, la sobreexpresión de FKBP52 

F130Y no perturbó la fosforilación de IBα ni su degradación temporal luego del 

tratamiento con PMA respecto de células transfectadas con el vector vacío. Estos 

resultados fortalecen la propuesta de que FKBP52 no participaría en la fosforilación ni 

degradación de IBα.  

Adicionalmente, la actividad de PPIasa de FKBP52 ha resultado importante en la 

acción de FKBP52 sobre la retención nuclear de p65 evaluada por inmunofluorescencia 

indirecta. Los resultados presentados en esta tesis muestran que la localización nuclear 

de p65 no se ve modificada por la sobreexpresión de FKBP52 F130Y respecto al grupo 

de células transfectadas con el vector vacío, a diferencia de lo que ocurre con FKBP52 

wild type. Se sugiere entonces que la actividad PPIasa de FKBP52 es necesaria para el 

incremento de la retención nuclear de p65. El mecanismo involucrado no ha sido 

dilucidado hasta el momento, pero entre las posibilidades existentes, podría proponerse 

que la actividad enzimática de FKBP52 desfavorecería la exportación de p65, o bien 
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potenciaría la interacción del factor de transcripción con el ADN, entre otras. La 

sobreexpresión de FKBP52 F130Y no generó una acumulación de proteína p65. Los 

resultados obtenidos permiten sugerir que la actividad PPIasa de FKBP52 también es 

necesaria para estimular el incremento de los niveles de p65.  

En resumen, la actividad enzimática de PPIasa de FKBP52 resultó ser 

protagonista de la acción de FKBP52 sobre NF-B en diferentes pasos dentro de su 

activación: la actividad transcripcional y la expresión de genes blanco, la retención 

nuclear de p65, y la acumulación de proteína p65. Como se ha detallado en la sección 

Introducción, el estudio de la isomerización de enlaces X-Pro en proteínas plegadas es 

complejo y su confirmación definitiva requiere la realización de proteínas mutante en los 

residuos prolina candidato y ensayos de RNM como confirmación. La actividad PPIasa 

de FKBP52 podría tener como blanco a la subunidad p65 de NF-B o bien a alguna otra 

proteína que participe de la regulación del factor de transcripción.  

Ensayos con proteínas recombinantes realizados por Ryo, et al (13) demuestran 

que la IMM perteneciente a la familia de las Parvulinas con actividad de PPIasa, Pin-1, 

isomeriza el enlace x-Pro (Pro 255) de p65 y en consecuencia regula su estabilidad y su 

retención nuclear. Pin-1 tiene la capacidad de isomerizar un motivo específico (Ser/Tre-

Pro fosforiladas) lo cual facilita el estudio de sus proteínas blanco y la identificación de 

los residuos involucrados. La proteína p65 cuenta con dos secuencias posibles de ser 

blanco de la acción enzimática de Pin-1, Tre-Pro 255 y Ser-Pro 317. Los ensayos de 

mutagénesis realizados por los autores demuestran que solo el residuo Pro 255 es 

necesario para la interacción con Pin-1 (13).  

En contraposición a Pin-1, no se ha determinado ningún motivo blanco de la 

actividad PPIasa de FKBP52. En consecuencia, la identificación de secuencias 

modificadas por isomerización para esta Inmunofilina resulta de mayor complejidad que 

para su paráloga Pin-1. Estudios de la actividad enzimática de la FKBP arquetípica, 

FKBP12, realizados con péptidos recombinantes han permitido proponer alguna 

preferencia de las FKBPs por sus secuencias blanco (147). Las conclusiones derivadas 

de estos ensayos sugieren que las FKBPs tienen alguna especificidad sobre el residuo 

precedente a una prolina, con predilección por aminoácidos hidrofóbicos. Los 

aminoácidos con carga negativa (Asp y Glu) posicionados tanto antes como después del 

residuo Pro, disminuyen la actividad de isomerasa de las FKBPs (147).  
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Ensayos de co-inmunoprecipitación de p65 con proteína purificada FKBP52 

recombinante (GST-FKBP52) realizados por nuestro laboratorio, sugieren una 

interacción directa entre el factor de transcripción y la IMM (34). Diferentes hallazgos 

permiten proponer que p65 podría ser modificada por isomerización por FKBP52, entre 

los que se encuentran: la evidencia conocida acerca de la isomerización de p65 por Pin-

1 (13), la interacción entre p65 y FKBP52 [Capítulo 1; (34)], y la exposición realizada en 

esta tesis acerca del rol crucial de la actividad PPIasa de FKBP52 sobre la retención 

nuclear y acumulación de p65. Con el fin de determinar la posible presencia de residuos 

prolina de p65 humana capaces de ser isomerizados, en la sección Materiales y Métodos 

se realizó el estudio de la secuencia aminoacídica de dicha proteína. Existen cuatro 

isoformas de p65 humana que resultan de variantes de splicing o sitios de poliadenilación 

alternativos de la isoforma 1. La isoforma 1 presenta la mayor cantidad de aminoácidos, 

y por lo tanto fue elegida para el análisis de secuencias realizado. 

La proteína p65 humana cuenta con 73 residuos prolina. Con el fin de acotar el 

número de residuos posibles de ser isomerizados, se estudió la conservación de estos 

aminoácidos a lo largo de diferentes especies [(23 proteínas de mamíferos, incluyendo 

primates, caninos, felinos, mamíferos acuáticos, roedores voladores y roedores 

terrestres, 2 especies de peces, 1 reptil, 1 anfibio, 2 aves y 1 invertebrado), sección 

Materiales y Métodos]. FKBP52 es una proteína ubicua que cuenta con homólogos en 

vertebrados e invertebrados. La proteína homóloga a FKBP52 humana en Drosophila 

melanogaster recibe el nombre de FKBP59, y si bien presentan un bajo porcentaje de 

identidad de secuencia en general (46%), existe alta homología entre los dominios con 

actividad enzimática de ambas. A partir de las secuencias proteicas seleccionadas para 

p65 se realizó un alineamiento múltiple y se determinó el grado de conservación de la 

secuencia de p65 con la herramienta Clustal Omega (148). Se estima que tanto la 

conservación de los residuos prolina como de los aminoácidos contiguos se puede 

considerar indicativo de la existencia de una función biológica asociada a dicha región. 

De las 73 prolinas presentes en p65, solo 10 residuos presentan un grado de 

conservación igual a 100%, o el máximo posible si se toma en consideración que algunas 

regiones tienen menor representación por haber utilizado secuencias aminoacídicas 

parciales (prolinas en las posiciones Pro 47, 59, 82, 85, 87, 182, 255, 275, 290 y 344 de 

la secuencia de referencia, p65 humana: NP_068810.3). En general, el segundo dominio 

funcional de p65, el dominio de transactivación o TAD (aminoácidos 300 a 524 de p65 

humana NP_068810.3), presenta menor grado de conservación que el resto de la 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_068810.3?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KRJU388H015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_068810.3?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KRJU388H015
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proteína, y por lo tanto menor presencia de residuos prolina conservados. La Pro 255 

reportada como blanco de la isomerización por la Inmunofilina Pin-1 (13) mostró un 

porcentaje de conservación igual al 100% para el alineamiento múltiple realizado.  

Adicionalmente, en esta tesis se evaluó la conservación de la región circundante a 

las prolina candidato, especialmente de su aminoácido precedente, y en menor medida 

el aminoácido posterior, según la evidencia reportada por Schimdpeter et al (147) para 

la actividad PPIasa de FKBPs. En general, las regiones en la que se encuentran estas 

prolinas presentan alto grado de conservación. Únicamente, la Pro 82 carece de 

conservación en su residuo anterior, mientras que las Pro 290 y 344 no muestran 

conservación del aminoácido posterior. Todas las prolinas estudiadas se ubican además 

en regiones de estructura secundaria flexibles como loops o beta turns, según se pudo 

apreciar a partir de diferentes estructuras depositadas en la base de datos Protein Data 

Bank (PDB id: 1oy3, 1ram, 2i9t y 3doy) con el software de visualización VMD 1.9.2 (NIH), 

las cuales en su conjunto presentan una cobertura de la secuencia de referencia desde 

el aminoácido en la posición 10 hasta 293.  

Según el análisis bioinformático realizado ha sido posible acotar el número de 

residuos prolina de p65 humana posibles de ser isomerizados de 73 a 10. La 

identificación final de la prolina de p65 blanco de FKBP52 necesita de la realización de 

diferentes pasos experimentales como los que se proponen a continuación que 

involucran la realización de proteínas recombinantes y su purificación. Primero, sería 

necesario estudiar la interacción de FKBP52 con diferentes dominios estructurales de 

p65 a partir de proteínas recombinantes para determinar la región/es involucradas en la 

interacción. En segundo lugar, según el resultado del ensayo de interacción, se podría 

proceder a realizar proteínas mutantes de p65 en los diferentes residuos prolina 

determinados como candidatos por el análisis bioinformático en la región interactuante 

con FKBP52. Con estas nuevas proteínas mutante de p65 se podría estudiar 

nuevamente la interacción entre las proteínas mutantes y la Inmunofilina, así como las 

funciones biológicas asociadas a estas mutantes, como ser: su retención nuclear, 

actividad transcripcional y estabilidad. Otro posible enfoque podría involucrar la síntesis 

de péptidos cromogénicos de alrededor de 10 aminoácidos de longitud con la secuencia 

de p65 humana que permitan estudiar la actividad de PPIasa de FKBP52 in vitro.  

Además del dominio FK1 con actividad de PPIasa, FKBP52 cuenta con 

repeticiones de dominios TPR en su región C-terminal capaces de interactuar con 

proteínas de choque térmico. Ensayos in vitro demostraron que FKBP52 tiene una 
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afinidad preferencial por Hsp90 (Hps90 α: 1,61 ± 0,36 M; Hsp90: 1,02 ± 0,12 M) frente 

a Hsp70 (Hsp72: >75 M; Hsc70: >75 M)(51). Los ensayos de gen reportero realizados 

mediante la co-expresión de FKBP52 wild type y un péptido codificante para un dominio 

TPR recombinante mostraron una pérdida de la potenciación de la actividad 

transcripcional de NF-B por la sobreexpresión péptido flag-TPR. Adicionalmente, 

ensayos de gen reportero con la proteína mutante FKBP52 K354A sin capacidad de 

unión a Hsp90, mostraron una reducción parcial del efecto potenciador de la actividad 

transcripcional de NF-B registrada para FKBP52 wild type. A pesar de esto, los ensayos 

de co-inmunopreciptación entre p65 y proteínas de choque térmico realizados en esta 

tesis y por Erlejman et al (34) demuestran que p65 es capaz de interactuar con Hsp70, 

pero no así con Hsp90. Es posible que la proteína mutante FKBP52 K354A tampoco sea 

capaz de interactuar con Hsp70, ya que esto no ha sido demostrado hasta el momento, 

y que por lo tanto el efecto de la mutante y de la sobreexpresión del dominio TPR 

recombinante sobre NF-B sea consecuencia de la disrupción en la interacción entre 

FKBP52 y Hsp70. Otra posibilidad sugiere que la falta de interacción entre Hsp90 y 

FKBP52 afecte a diferentes co-factores transcripcionales reclutados en sitios promotores 

esenciales para la transcripción génica. Hsp90 tiene la habilidad de interactuar con 

numerosas proteínas cliente con dominios TPR que incluyen factores de transcripción, 

remodeladores de la cromatina, proteínas quinasas, entre otros (149).  

La actividad de NF-B se encuentra exacerbada en diferentes neoplasias y líneas 

celulares humanas cancerosas (78). En particular, en leucemia linfoblástica aguda se 

han detectado complejos de NF-B constitutivamente activos (150). Los procedimientos 

actuales aceptados para el tratamiento de esta patología comprenden una serie de ciclos 

de quimioterapia, con la posibilidad de un trasplante autólogo de médula ósea. Los 

diferentes pasos del tratamiento se clasifican en inducción, consolidación y 

mantenimiento. En la mayoría de las líneas de tratamiento existentes, los corticosteroides 

forman parte del procedimiento, en combinación con otros agentes como pueden ser: 

vincristina, ciclofosfamida, derivados de doxorrubicina, antraciclina, metotrexato, o 

anticuerpos monoclonales, entre otros (151). Adicionalmente, estos fármacos pueden ser 

administrados junto con inhibidores del proteasoma como Bortezomib (152). Tanto los 

corticosteroides como los inhibidores del proteasoma tienen un efecto inhibitorio sobre 

la acción de NF-B. Los primeros tienen efecto por represión del factor de transcripción 

sobre los sitios de respuesta B, mientras que los segundos actúan inhibiendo la 
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degradación de la proteína inhibitoria IB (90). La necesidad de generar nuevos 

tratamientos para leucemia aguda, así como para otras neoplasias hematológicas motivó 

en esta tesis el estudio de la regulación de NF-B por proteínas FKBPs en la línea celular 

Jurkat.  

En el Capítulo 1 se ha demostrado que la interacción entre p65, FKBP52 y Hsp70 

ocurre tanto en células Hek293T como células Jurkat, una línea celular obtenida a partir 

de sangre periférica de un paciente con leucemia linfoblástica aguda. Como se ha 

mencionado con anterioridad, FK506 es un macrólido con efecto inhibitorio sobre la 

actividad PPIasa de proteínas FKBPs y acción inmunosupresora, el cual se utiliza 

frecuentemente en pacientes que han sido sometidos a trasplante de órganos. Los 

resultados mostrados en esta tesis sugieren que el tratamiento con FK506 generó una 

disminución de la expresión de MMP-9 por Western blot en la línea celular Jurkat, en 

concordancia a lo observado en Hek293T. La acción de MMP-9 está involucrada en la 

angiogénesis, la migración celular y en la progresión de neoplasias, por lo que esta 

proteína resulta un blanco farmacológico ampliamente estudiado en el tratamiento contra 

el cáncer. Además, se ha demostrado recientemente que MMP-9 es relevante en la 

leucemia linfoblástica crónica debido a sus efectos sobre la migración celular y la 

apoptosis (125-127). En este sentido, una disminución en los niveles proteicos de MMP-

9 en la línea celular Jurkat luego del tratamiento con FK506 puede ser considerado un 

efecto prometedor para evaluar posteriormente a este macrólido como posible 

tratamiento de leucemia aguda.  

En su conjunto, los resultados obtenidos en ambas líneas celulares sugieren que la 

actividad PPIasa de FKBP52 podría ser un blanco farmacológico en el tratamiento de 

leucemia, y que FK506 podría ser uno de los fármacos a evaluar a futuro. Además de 

ser un agente inmunosupresor, FK506 muestra acción neurotrófica (59) y capacidad de 

regeneración de nervios periféricos en ratas (153). Esta propiedad secundaria podría ser 

positiva en el tratamiento de leucemia, ya que existe una alta incidencia de neuropatía 

periférica en estos pacientes (154).   

Los resultados expuestos en el Capítulo 1 de esta tesis doctoral demuestran que 

existe una regulación de NF-B por FKBP52 dependiente de su actividad enzimática y 

sugieren a esta inmunofilina como un blanco farmacológico para el tratamiento de 

neoplasias donde la actividad de NF-B se encuentre exacerbada. Además, se han 

encontrado funciones novedosas para FKBP52 desconocidas hasta el momento. 
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Adicionalmente, han surgido nuevas hipótesis de trabajo a partir de los resultados 

obtenidos que podrían resultar en nuevos descubrimientos que involucren a FKBP52 y 

NF-B.  

Modulación de NF-B por FK506-binding protein 51-kDa. 

Los hallazgos realizados en el Capítulo 1 proponen una regulación de NF-B por 

FKBP52, en cierta forma similar a la observada para los RE. En el modelo de activación 

de estos receptores se muestra que existe una regulación por FKBP51 antagónica a la 

ejercida por FKBP52. Teniendo en consideración esta información, así como las 

evidencias conocidas que relacionan a FKBP51 y a Hsp90 con el complejo de quinasas 

IKK (105), se decidió evaluar la contribución de FKBP51 a la regulación del factor de 

transcripción NF-B. Los descubrimientos realizados en esta materia se presentaron a 

lo largo del Capítulo 2.    

Los primeros ensayos realizados en el laboratorio consistieron en el estudio de la 

actividad transcripcional de NF-B por medio de ensayos de gen reportero en células 

Hek293T que sobreexpresaban a FKBP51 y tratadas con PMA (sección Introducción). El 

resultado obtenido permitió proponer una acción inhibitoria de FKBP51 sobre la actividad 

transcripcional de NF-B. En este sentido, resultados comparables fueron adquiridos por 

ensayos de qPCR para la expresión del ARNm de MMP-9 en células transfectadas con 

el vector de expresión para FKBP51 y tratadas con PMA. Con el fin de determinar si el 

efecto de FKBP51 sobre esta actividad era dependiente del estímulo activador utilizado, 

se decidió repetir el ensayo de gen reportero en células tratadas con TNF-α (Capítulo 2). 

Los resultados indicaron nuevamente que la sobreexpresión de FKBP51 presentaba un 

efecto inhibitorio de la actividad transcripcional. La acción de FKBP51 sobre la actividad 

transcripcional de NF-B resulta independiente del estímulo activador utilizado (PMA o 

TNF-α). Una interpretación similar fue realizada a partir de los ensayos de translocación 

nuclear de p65 por inmunofluorescencia indirecta. La sobreexpresión de FKBP51 

generó un retraso en el transporte retrógrado de p65 respecto de las células 

transfectadas con el vector vacío independientemente del estímulo utilizado (PMA en la 

sección Introducción y TNF-α en el Capítulo 2). En el caso de los RE se encuentra 

aceptado que el intercambio de FKBP51 por FKBP52 en el heterocomplejo favorece la 

translocación del receptor; mientras que por el contrario, la sobreexpresión de FKBP51 

desplaza a FKBP52 del complejo y por lo tanto genera un retraso en el transporte 
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retrógrado del RE. FKBP51 presenta alta similitud estructural y de secuencia con 

FKBP52 que le permitiría competir en la unión a ciertas proteínas. La inhabilidad de 

FKBP51 por interactuar con la proteína motora dineína, se considera responsable de 

este retraso en el transporte retrógrado de los RE. Por analogía al modelo de activación 

de los RE, es coherente proponer que FKPB51 podría competir con FKBP52 por p65 y 

que esto resultaría en un retraso de la translocación nuclear del factor de transcripción. 

Esta idea está también avalada por ensayos que mostraron que FKBP51 co-

inmunoprecipita con p65 en ausencia de estímulo, y que luego de la activación con 

PMA, la interacción con FKBP52 se ve favorecida en detrimento de FKBP51. Estos 

ensayos fueron realizados en la línea celular Jurkat en el Capítulo 2, y en Hek293T según 

fue mostrado en Erlejman et. al. (34)  

Los ensayos de la actividad transcripcional de NF-B para células transfectadas 

con el vector de expresión para FKBP51 y tratadas con FK506 y PMA, mostraron que el 

tratamiento con el macrólido no tuvo efecto sobre la acción inhibitoria de FKBP51. Estos 

resultados sugieren que la actividad PPIasa de FKBP51, a diferencia de lo que ocurre 

con la actividad PPIasa de FKBP52, no participaría de su efecto sobre NF-B. 

Adicionalmente, la sobreexpresión de la mutante de FKBP51 sin actividad enzimática 

(FKBP51 FD67/68DV) mostró inhibición de la actividad transcripcional de NF-B similar 

a la de FKBP51 wild type. En su conjunto, los hallazgos realizados en el Capítulo 2 

demostraron que la actividad PPIasa de FKBP51 no participaría de la regulación de la 

actividad transcripcional de este factor de transcripción.  

Adicionalmente, ensayos de gen reportero realizados con otra mutante puntual de 

FKBP51, pero sin capacidad de unión a Hsp90 (FKBP51 K352A) mostraron resultados 

similares a los obtenidos con FKBP51 wild type. Por el contrario, la sobrexpresión del 

péptido recombinante flag-TPR y de FKBP51 mostró una pérdida de la capacidad 

inhibitoria de FKBP51 sobre la actividad transcripcional de NF-B. La interacción con 

esta chaperona parecería no ser relevante en la regulación de la actividad transcripcional 

de NF-B, pero la sobreexpresión del péptido TPR recombinante podría estar 

disrumpiendo la interacción de Hsp90 con otras proteínas con dominios TPR que tendían 

influencia sobre la regulación de NF-B.  

Los resultados antes enunciados, motivaron el estudio de los mecanismos 

involucrados en la acción inhibitoria de FKBP51 encontrada sobre NF- B. Algunos de 

los eventos tempranos que ocurren durante la activación de NF-B incluyen la 
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fosforilación y degradación de IBα. En esta materia, ya había sido demostrado que 

el tratamiento con diferentes inhibidores de la actividad ATPasa de Hsp90 como 

geldanamicina y radicicol disminuían la actividad quinasa del complejo IKK formado por 

IKKβ/α/ (155). Trabajos posteriores mostraron que el complejo de quinasas está 

también conformado por Hsp90 a través de la proteína Cdc37. Adicionalmente se 

evidenció que existía un reclutamiento transitorio de FKBP51 al complejo (106). Los 

resultados presentados en el Capítulo 2 mostraron que la sobreexpresión de FKBP51 en 

la línea celular Hek293T, no generaba ninguna variación en la velocidad de fosforilación 

y degradación de IBα respecto de las células transfectadas con el vector vacío. En su 

conjunto, estos descubrimientos podrían sugerir que FKBP51 es un componente 

necesario en la conformación del complejo de quinasas IKK, pero que la sobreexpresión 

no aumentaría la actividad quinasa de IKK. La fosforilación de p65 en Ser536, 

considerada como un hito de activación de NF-B, tampoco fue modificada por la 

sobreexpresión de FKBP51. Ambos resultados podrían considerarse complementarios, 

ya que una de las proteínas encargadas de fosforilar a p65 en Ser536 incluye al complejo 

IKK, aunque también hay otras quinasas posibles como NAK/TBK1 y RSK1 [sección 

Introducción, (84, 86)].  

En contraposición a lo encontrado para FKBP52, la sobreexpresión de FKBP51 no 

generó cambios en los niveles de proteína p65. Por lo tanto, no hay razones para 

pensar que FKBP51 podría estar involucrada en la estabilidad ni en la expresión de p65.  

El modelo que resulta de los resultados obtenidos para FKBP51 propone que esta 

IMM tendría un efecto inhibitorio de la actividad transcripcional de NF-B. En ausencia 

de estímulo se espera que la población mayoritaria de p65 se encuentre formando parte 

de un complejo con FKBP51, y que luego de la estimulación exista un intercambio de 

IMMs. Este mecanismo explicaría el retraso observado en la translocación nuclear de 

p65 luego de la sobreexpresión de FKBP51. Teniendo en cuenta que no se encontraron 

efectos de la sobreexpresión de FKBP51 sobre los niveles proteicos de p65, la 

fosforilación de p65 en Ser536, ni sobre la fosforilación y degradación de IBα, es posible 

que la acción inhibitoria de FKBP51 sobre la actividad transcripcional de NF-B sea 

producto en cierta medida del retraso en el transporte retrógrado de este factor de 

transcripción. Sin embargo, es difícil pensar que el retardo en la localización nuclear de 

p65 por FKBP51 sea el único responsable de la fuerte inhibición sobre la actividad 

transcripcional de NF-B por diferentes razones: la permanencia nuclear de p65 luego 
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del tratamiento con PMA es un evento de corta duración, y  en el caso de la estimulación 

con TNF-α (si bien la acumulación nuclear de p65 es siempre menor al grupo 

transfectado con el vector vacío) la variación con las células de referencia muestra 

solamente una diferencia significativa alrededor del 20%. Resultados adicionales 

obtenidos por nuestro laboratorio demostraron que existe un reclutamiento de FKBP51 

sobre el sitio promotor del gen MMP-9 en la región de respuesta a NF-B (34), que 

podrían indicar una regulación de esta IMM directamente sobre el reclutamiento de co-

activadores y/o co-represores de la transcripción.  

  En líneas celulares de melanoma, se ha establecido que la expresión de FKBP51 

se encuentra incrementada. Hallazgos realizados en estas células por el laboratorio de 

la Dra. Romano (Universidad Federico II de Nápoles, Italia) indican que el silenciamiento 

de FKBP51 disminuye la actividad transcripcional de NF-B y la actividad quinasa de IKK 

detectada por un ensayo in vitro de fosforilación de IBα. Las conclusiones alcanzadas 

por este grupo de trabajo mediante el silenciamiento de FKBP51 proponen a esta IMM 

como un agente estimulante de la acción de NF-B (31, 105). Los resultados presentados 

muestran que es posible que la regulación ejercida por FKBP51 sobre NF-B sea 

dependiente del tipo celular evaluado. Por otro lado, es admisible que FKBP51 sea 

necesaria para la correcta formación del complejo de quinasas IKK, tal como se había 

determinado también con anterioridad (106), y que, por lo tanto, el silenciamiento de 

FKBP51 perturbe este complejo y resulte en una alteración en la vía de activación de 

NF-B. A pesar de esto, a la luz de los resultados obtenidos en los Capítulos 1 y 2, no 

es posible sostener la afirmación aseverada por este grupo de trabajo sobre la actividad 

PPIasa de FKBP51. Los experimentos presentados en estos trabajos (31, 60, 105) 

aseguran que el tratamiento con inhibidores de la actividad PPIasa (FK506 y rapamicina) 

disminuyen la actividad transcripcional de NF-B por su acción sobre FKBP51. Tanto en 

la sección Introducción como a lo largo de los Capítulos 1 y 2 se ha hecho hincapié en 

la falta de especificidad de estas drogas por proteínas FKBPs específicas. En la sección 

Introducción también se ha mostrado (Tabla I.2) que la afinidad de rapamicina y FK506 

por ambas IMM es similar (Ki FKBP51rapa: 10-15 nM, Ki FKBP52rapa: 10 nM; Ki 

FKBP51FK506: 3,7 nM, Ki FKBP52FK506: 4,2 nM). Además, los experimentos realizados 

con mutantes puntuales de FKBP51 y FKBP52 sin actividad enzimática de PPIasa 

mostraron que la actividad PPIasa de FKBP52 estaba involucrada en diferentes pasos 

de la activación de NF-B, mientras que la de FKBP51 no tenía efecto en ensayos de 



Discusión 

 

 203 

gen reportero. Los resultados obtenidos por el grupo de la Dra. Romano con FK506 y 

rapamicina podrían ser explicados por la acción de FKBP52 en la señalización de NF-B 

demostrada en esta tesis.  

A modo de síntesis, en la Figura D.1 se presenta un esquema del modelo 

propuesto para la regulación del factor de transcripción NF-B por FKBPs. El complejo 

IKK interactúa con la chaperona Hsp90, con cdc37 y con FKBP51 (105, 106, 155). Es 

posible que la interacción entre IKK y FKBP51 sea de carácter transitorio y ocurra un 

intercambio entre FKBP51 y cdc37 (106). En ausencia de activación, el heterodímero 

p65•p50 se encuentra anclado en el citoplasma por la proteína inhibitoria IBα y unido a 

FKBP51. Luego de la estimulación con diferentes agentes (PMA, TNF-α, LPS), el 

complejo de quinasas IKK es activado y este fosforila a IBα. La fosforilación de IBα 

induce su degradación por el proteasoma 26S y la liberación del heterodímero p65•p50. 

Entonces, FKBP51 es reemplazada por FKBP52 en el complejo formado por el factor de 

transcripción y Hsp70, lo que favorecería la interacción del factor de transcripción con la 

proteína motora dineína y el retrotransporte del heterodímero. El resultado de esta 

regulación es una estimulación de la actividad transcripcional de NF-B por FKBP52 y 

una acción opuesta por FKBP51. La actividad enzimática de PPIasa de FKBP52 es 

crucial en la regulación ejercida sobre este factor de transcripción. FKBP52 actúa 

favoreciendo la acumulación de p65 posiblemente por estabilización de esta proteína y 

la retención nuclear del factor de transcripción. FKBP52 no participa de la regulación de 

la actividad quinasa del complejo IKK ni en la degradación de IBα. Es posible que p65 

sea blanco de la actividad PPIasa de FKBP52, y que esto induzca una modificación sobre 

el factor de transcripción que inhiba su degradación proteasomal, de forma análoga a lo 

que ocurre con p65 y la isomerasa pin-1. Esto último convierte a la actividad PPIasa de 

FKBP52 en un posible blanco farmacológico para la inhibición del factor de transcripción, 

lo cual pudo ser verificado por el tratamiento con FK506. La acción de FKBP51 y FKBP52 

también podría ser explicada por un mecanismo regulatorio en las regiones promotoras 

blanco de NF-B sobre el reclutamiento de co-factores, co-activadores y/o co-represores 

transcripcionales (34).  
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Figura D.1: Esquema del modelo propuesto.  

Referencias: 51: FKBP51; 52: FKBP52; 70: Hsp70; 90: Hsp90; Dyn: dineína.  

 

Los resultados presentados en los Capítulos 1 y 2 mostraron una regulación 

novedosa del factor de transcripción NF-B por proteínas FKBPs. NF-B regula la 

transcripción de genes involucrados en procesos clave en la progresión del cáncer como 

proliferación, ciclo celular, apoptosis, inflamación, e invasión, entre otros. Por este 

motivo, en el Capítulo 3 se propuso el estudio de la acción de FKBP51 y FKBP52 sobre 

la proliferación y muerte celular. Tal como se ha mencionado en la sección Introducción, 

es sabido que FKBP51 exhibe una expresión aumentada en numerosos tipos de tumores 

humanos y líneas celulares cancerosas. FKBP52, por otro lado, muestra un aumento en 

sus niveles de expresión en un número más reducido de tipos de cáncer que incluyen, 

hepatoma maligno, leucemia de células T y tumores dependientes de hormona (cáncer 

de próstata, mama y útero). 

En el Capítulo 3 se evaluó el efecto de la sobreexpresión de las inmunofilinas 

FKBP51 y FKBP52 en la muerte y proliferación celular de células Hek293. Se decidió 

continuar este tipo de ensayos en células Hek293, ya que los hallazgos realizados acerca 

de la señalización de NF-B habían sido realizados en su mayoría en Hek293T. Para 

estos experimentos, no fue posible la utilización de Hek293T por la imposibilidad de 

generar líneas celulares estables de Hek293T con el antibiótico de selección G418, tal 
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como se pormenorizó en el Capítulo 3. Esta línea celular establecida a partir tejido 

embrionario de riñón, no tiene origen tumoral, y por lo tanto muestra una expresión 

relativamente moderada de FKBP51 (32) y FKBP52 (en comparación con líneas 

celulares tumorales). Adicionalmente, presenta la ventaja de mostrar una alta eficiencia 

de transfección con métodos sencillos, económicos y de baja toxicidad. Por otro lado, es 

importante tener en consideración, que las conclusiones obtenidas en este modelo 

celular no pueden ser directamente extrapolados a ningún tipo de cáncer o tumor sin 

antes ser evaluados en el modelo celular correspondiente. Ya ha sido demostrado, que 

FKBP51 puede tener roles antagónicos según el tipo celular: la expresión disminuida de 

FKBP51 en cáncer de páncreas correlaciona una mayor resistencia a tratamientos 

quimioterapéuticos (33), mientras que su sobreexpresión en melanoma está asociada a 

una mayor agresividad del tumor (105).  

En resumen, en el Capítulo 3 se mostró que la sobreexpresión de FKBP52 tiene un 

efecto estimulador moderado de la muerte celular luego del tratamiento con peróxido de 

hidrógeno, y no presentó resultados detectables sobre la proliferación (recuento de 

células viables) ni el metabolismo celular (ensayo de MTT). FKBP51, por el contrario, y 

en coincidencia con resultados previos de nuestro laboratorio, mostró un efecto 

estimulante sobre la proliferación celular y una disminución significativa de la muerte 

celular inducida por peróxido de hidrógeno o estaurosporina. El resultado de la acción 

de FKBP51 fue estudiado mediante diferentes enfoques. Se realizaron transfecciones 

estables y transitorias con el plásmido codificante para FKBP51, y se utilizaron diferentes 

técnicas para medir la proliferación celular (MTT, recuento de viables, marcación con 

CFSE). También se revirtió la sobreexpresión de FKBP51 con un plásmido shRNA 

específico  

En general se acepta que la activación de NF-B se correlaciona con una inhibición 

de la apoptosis y un aumento en la supervivencia celular (109). Sin embargo, esta 

simplificación no es exacta. NF-B puede tener una acción dual sobre la muerte celular, 

dependiendo del tipo celular, los genes blanco involucrados en la respuesta y los 

estímulos utilizados (156-158). En Hek293 se ha propuesto mediante la sobreexpresión 

del coactivador de NF-B, RAC3, que la activación de este factor de transcripción se 

correlaciona con inhibición de la apoptosis (73, 159) e inducción de la capacidad 

tumorigénica (160). En síntesis, la proliferación y muerte celular son procesos complejos, 

que difícilmente puedan ser explicados por la modulación de una única vía de 
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señalización. Por este motivo, en el Capítulo 3 se decidió abordar la posibilidad de que 

las FKBPs pudiesen regular también la actividad transcripcional de una familia de 

factores fuertemente relacionados con la progresión del ciclo celular, la proliferación, la 

apoptosis y con NF-B. Como ya fue mencionado en el Capítulo 3 y en la sección 

Introducción, NF-B y E2F ejercen una acción inhibitoria entre sí, y regulan de forma 

coordinada el ciclo celular y la apoptosis.  

Ensayos de gen reportero proponen que FKBP51 y FKBP52 podrían tener una 

acción estimulante de la actividad transcripcional de E2F1-4. En el caso de FKBP52 

también se estudió la importancia de su actividad PPIasa en este efecto, obteniéndose 

resultados similares a NF-B. De forma análoga a NF-B, los factores de transcripción 

E2F pueden tener roles duales en relación con la muerte celular, proliferación y 

diferenciación celular, que dependerán del contexto celular, los estímulos involucrados y 

la expresión de genes blanco específicos. No es posible predecir cuál de estos dos 

factores podría llegar a ser responsable del efecto de la sobreexpresión de FKBP51 o 

FKBP52 sobre la proliferación y muerte celular con los ensayos realizados. Estrategias 

para realizar esto podrían incluir un estudio de la expresión de genes blanco de estos 

factores con acción pro y anti-apoptótica, o bien el uso de estrategias de inhibición 

farmacológica de estos factores de transcripción.  

Para estudiar de forma masiva el efecto de la sobreexpresión de FKBP51 sobre la 

expresión génica, se realizó el ensayo de microarreglo explicado en el Capítulo 3 y en 

la sección Materiales y Métodos. A partir de los genes con expresión diferencial entre 

Hek293 pCI-neo y Hek293 FKBP51 se realizaron diferentes análisis bioinformáticos que 

incluyeron el estudio de efectos fenotípicos asociados, vías de señalización y factores de 

transcripción río arriba de estos genes. El análisis realizado cuenta con la limitación de 

no contar hasta el momento con la validación correspondiente del ensayo por qPCR. 

Algunos de los genes elegidos para la validación tendrán en cuenta no solo las 

diferencias de expresión, sino también la importancia biológica del gen en cuestión.  

Los efectos predichos río abajo de los genes con expresión diferencial entre ambos 

tipos celulares con el software IPA, incluyen funciones biológicas relacionadas con el 

aumento de número de células, crecimiento de tejidos, estimulación de la mitogénesis, 

estimulación de la invasión y formación de prolongaciones celulares, así como también, 

la disminución de la muerte celular. Los genes que mostraron diferencias de expresión 

entre las dos líneas celulares, podrían entonces llegar a explicar el efecto fenotípico 
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observado sobre el incremento en el número de células y la resistencia a la muerte de 

células Hek293 FKBP51. En línea con estos descubrimientos, se pudo determinar que 

alrededor del 60% (330 de 572 genes) de los genes obtenidos por el análisis de 

microarreglo muestran expresión alterada en diferentes tipos de cáncer según lo 

determinado por la base de datos de Quiagen, Knowledge Data Base y el software IPA. 

Algunos de los genes de mayor relevancia biológica que participarían de estos efectos 

incluyen a la proteína de ciclo celular Ciclina D1, factores de crecimiento (VGF-D, IGF2), 

proteínas involucradas en la señalización de RhoGTPasas (RhoGDI β, CDC42, NGEF, 

ARH GEF37, Rac2, β8 Integrina, RINL) el receptor NOTCH3, los factores de 

transcripción STAT6, SOX11, la quinasa PKC, BCL3, el antígeno de células tumorales 

MAGE C1, la proteína quinasa de p21 PAK6, entre otros.  

El estudio de reguladores río arriba con BRB tools reveló que la transcripción de los 

genes expresados diferencialmente en células Hek293 FKBP51 es capaz de ser 

regulada por diferentes factores de transcripción entre los que se encuentran E2F-4, NF-

B, p53, ER-, AP-1, AP-2 y c-myc. Algunos de los factores de transcripción fueron 

determinados con mayor fuerza estadística (significativos con más de un test 

estadístico). Muchos de estos factores comparten en gran medida los genes blanco que 

pueden regular, por lo que determinar cuáles efectivamente son regulados por FKBP51 

requiere ensayos bioquímicos de otra naturaleza.  

Adicionalmente, una de las vías de señalización más representadas en la lista de 

genes con expresión diferencial entre ambas líneas celulares corresponde a la vía de 

señalización Wnt/β-catenina. Tanto NF-B, E2F, p53, AP-1 y β-catenina participan de 

vías de señalización altamente interconectadas. Como se ha descripto en otras 

secciones, NF-B y los factores E2F tienen la capacidad de interactuar y regularse 

mutuamente (102, 103, 133). También es sabido que β-catenina puede actuar como co-

represor de NF-B e interactuar con p65 (139). De forma análoga, E2F-1 y E2F-4 se 

interconectan con β-catenina (140, 141), y p53 se relaciona con las vías de señalización 

de todos los anteriores (94, 116, 142).  Los resultados presentados en esta tesis 

demuestran que FKBP51 es un regulador de la actividad transcripcional de NF-B y 

posiblemente también de la familia de factores E2F. Los ensayos realizados en los 

capítulos anteriores proponen cierta coincidencia con la interpretación del microarreglo. 

En relación con la vía de AP-1, numerosos resultados de nuestro grupo de trabajo 

demuestran que FKBP51 es un modulador negativo de esta familia de factores de 
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transcripción. Con respecto a la vía de Wnt/β-catenina, ha sido propuesto que FKBP51 

interactúa con la proteína GSK3β, la fosfatasa PP2A y Cdk5, favoreciendo la fosforilación 

de GSK3β en Ser9 ,y como consecuencia,  generando una mayor activación de β-

catenina en neuronas (161).  Los datos experimentales obtenidos con el ensayo de 

microarreglo muestran resultados con una interpretación similar. Once moléculas que 

participan de la vía de Wnt/β-catenina muestran expresión diferencial en Hek293 

FKBP51. FKBP51 no es la única FKBP que participa de esta vía de señalización; 

FKBP52 interactúa con β-catenina para potenciar la acción de AR (162). 

De forma inédita e inesperada, un gran número de genes expresados 

diferencialmente entre ambas líneas celulares participan en la degradación de 

neurotransmisores (dopamina, serotonina, melatonina, adrenalina, etc.), están 

asociados a la transmisión axónica y se relacionan con enfermedades neurológicas y 

psiquiátricas. La expresión aumentada de los genes que participan de la degradación de 

neurotransmisores (MAOA, ALDH1A3, ALDH1L1, SULT1A2, SULT1A3, SULT1A4) 

podrían explicar el conocido rol de FKBP51 en desordenes psiquiátricos. Tal como se ha 

precisado en la sección Introducción, el aumento en la expresión de FKBP51 predispone 

a la aparición de este tipo de desórdenes. El mecanismo generalmente propuesto para 

la acción de FKBP51 involucra el eje Hipotálamo-Hipófisis-Adrenal y al receptor nuclear 

GR. El hallazgo realizado en este capítulo podría ayudar a entender el rol de FKBP51 en 

este tipo de desórdenes. Sería importante por este motivo, validar los resultados por 

qPCR y luego evaluar su expresión en líneas celulares de neuronas.  

En virtud de los resultados presentados, es altamente posible que la expresión 

aumentada de FKB51 desencadene cambios en sendas vías de señalización 

interconectadas entre sí, y que esto complejice su estudio. En este trabajo se ha podido 

mostrar que la sola sobreexpresión de FKBP51 fue suficiente para generar cambios en 

la proliferación y muerte celular en una línea celular no tumoral. También la 

sobreexpresión de FKBP51 ha logrado alterar la expresión génica en forma significativa 

y compatible con las observaciones fenotípicas realizadas. Los resultados generados por 

nuestro laboratorio y los hallazgos recopilados permiten proponer a FKBP51 como un 

nuevo agente y marcador pro-tumoral. Aún estamos lejos de comprender de forma 

acabada los mecanismos responsables de su efecto sobre la proliferación y muerte 

celular. Los resultados presentados en esta tesis seguramente harán una contribución 

en esta materia y permitirán el desarrollo de nuevas líneas de investigación. De forma 

análoga, los efectos observados por la sobreexpresión de FKBP52, seguramente 
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involucren numerosos mecanismos celulares que contengan a NF-B y a E2F. Es posible 

que la inhibición de FKBP52 no sea relevante para inhibir la proliferación de células 

Hek293, pero que sí cobre relevancia médica en células cancerosas con una actividad 

incrementada de NF-B asociada a un aumento de la malignidad (linfomas, leucemias, 

cáncer de mama, entre otros mencionados en la sección Introducción).  

Resulta evidente que las FKBPs han demostrado ampliamente que su función 

biológica trasciende a la regulación de los RE. A la luz de estos descubrimientos, 

pareciera importante estudiar a FKBP51 y FKBP52 teniendo en cuenta el nivel de 

expresión relativo entre ellas, y el contexto celular en el que se encuentran inmersas; 

especialmente en células tumorales donde muchas vías de señalización importantes se 

encuentran desreguladas. 
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