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1.- Dinámica mitocondrial 
 

1.1.- Introducción 

Las mitocondrias son orgánulos celulares que fueron caracterizados como los 
responsables de la producción de energía en la célula. Las mitocondrias son muchas veces 
consideradas como pequeñas centrales eléctricas en las que se produce la síntesis de ATP, 
mediante un proceso de fosforilación oxidativa, en el que se consume O2 y se libera CO2 (Han 
et al., 2010). Pero en las mitocondrias también se realizan otras muchas funciones como la 
homeostasis del calcio a nivel intracelular (Rizzuto, 2001) o la regulación de la apoptosis 
(Kroemer et al., 1998). 

Estos orgánulos evolucionaron de una relación simbiótica entre una bacteria aeróbica y 
células eucariotas primordiales (Wallace, 2005) y, como vestigios de este origen simbiótico, 
las mitocondrias se caracterizan por la posesión de una doble membrana lipídica, así como, 
por albergar en su interior su propio DNA (mtDNA), si bien estas estructuras han continuado 
evolucionando para desarrollar su función de productoras de energía. Actualmente la gran 
mayoría de proteínas mitocondriales son sintetizadas por el DNA nuclear e importadas a estos 
orgánulos; pese a ello, el mtDNA todavía mantiene un genoma que es esencial para la 
respiración celular y que codifica para 13 proteínas, 22 tRNAs y 2 mRNAs (Wallace, 2005). 
Por su parte, la membrana mitocondrial interna se encuentra replegada formando unas 
estructuras denominadas crestas mitocondriales, que también tienen mucha importancia en el 
proceso de la apoptosis. 

Aunque originalmente las mitocondrias eran observadas como orgánulos individuales 
de forma arriñonada, esta visión ha ido cambiando a lo largo de los años y actualmente son 
consideradas como una red mitocondrial donde se producen numerosos eventos de fusión y 
fisión y en las que el transporte y de degradación a través de autofagia están altamente 
regulados (Chen and Chan, 2004; Chen and Chan, 2009). La importancia de la dinámica 
mitocondrial ha sido descrita tanto en procesos fisiológicos de desarrollo y envejecimiento 
como en condiciones patológicos de una gran variedad de enfermedades como Alzheimer 
(AD), Parkinson (PD), la enfermedad de Huntington (HD), Charcot-Marie-Tooth (CMT) o 
Atrofia óptica dominante (DOA) (Chan, 2006a; Cho et al., 2010; Han et al., 2010). 

Aunque las mitocondrias son orgánulos críticos para todas las células, las neuronas son 
extremadamente dependientes de la correcta función de las mitocondrias (Nicholls and Budd, 
2000; Han et al., 2010). Las neuronas son células altamente especializadas con largos 
procesos como los axones y las dendritas. Además, estos procesos neuronales son muy activos 
en la transmisión de la señal intercelular mediante la liberación de neurotransmisores desde la 
sinapsis, proceso que requiera de grandes cantidades de energía (Chen and Chan, 2006). Por 
ello, la habilidad de las mitocondrias para fusionarse, dividirse y migrar para proporcionar 
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energía a través de los procesos neuronales, es particularmente importante para la función 
sináptica (Figura 1) (MacAskill et al., 2010). Además de una fuente de energía, las 
mitocondrias también juegan un papel crítico en la plasticidad sináptica a través del 
mantenimiento de la homeostasis del calcio (Li et al., 2004b). Asimismo, acumulaciones de 
mutaciones en el mtDNA se encuentran en los cerebros de avanzada edad y con 
neurodegeneración (Bossy-Wetzel et al., 2003; Chan, 2006a; Chen and Chan, 2006; Chen and 
Chan, 2009) y una coordinada fusión mitocondrial es importante para la estabilidad del 
mismo (Ono et al., 2001; Chen et al., 2010a). Estos datos demuestran que las neuronas son 
muy sensibles y vulnerables a una incorrecta función mitocondrial. 

 

1.2.- Transporte mitocondrial 

Las células necesitan que los componentes celulares y especialmente las mitocondrias, 
sean distribuidas por todo su espacio intracelular para poder llevar a cabo sus funciones de 
forma eficiente. Este hecho es de vital importancia para las neuronas debido a la enorme 
distancia que puede separar las regiones de acción de estos orgánulos del soma celular. 
Además, esta distribución, lejos de ser una distribución homogénea, responde a las 
necesidades celulares locales, acumulándose en las regiones de elevada demanda energética 
como son los conos de crecimiento y ramificaciones del axón (Morris and Hollenbeck, 1993; 
Ruthel and Hollenbeck, 2003), las terminales sinápticas (Li et al., 2004b; Chang et al., 2006a; 
Ly and Verstreken, 2006), nodos de Ranvier 
(Fabricius et al., 1993; Zhang et al., 2010a) y 
lugares de síntesis proteica en el axón 
(Martin et al., 1998). 

Las mitocondrias interaccionan con 
diferentes tipos de filamentos y usan 
diferentes tipos de mecanismos dependientes 

Figura 1: Desafíos exclusivos para las mitocondrias 
en las neuronas. En la izquierda se puede observar 
una neurona con mitocondrias (óvalos marrones). 
Las mitocondrias viajan largas distancias desde el 
soma a los procesos dendríticos (arriba derecha) y 
axonales (abajo derecha). En el árbol dendrítico el 
reclutamiento de las mitocondrias a las profusiones 
(espinas) esta asociado con la actividad neuronal. En 
los botones del terminal nervioso, las mitocondrias 
son importantes para la homeostasis del Calcio y para 
el ciclo de las vesículas sinápticas (círculos verdes). 
Además las mitocondrias son necesarias para la 
correcta estructura y organización de los botones. 
Adaptación: (Chan, 2006a). 
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de la naturaleza de estos filamentos para controlar su morfología, distribución, movimiento e 
incluso función. Poco es conocido acerca de la participación de los filamentos intermedios en 
el transporte mitocondrial (Perrot and Julien, 2009), siendo los dos principales sistemas del 
citoesqueleto que regulan las características mitocondriales, el citoesqueleto de actina y los 
microtúbulos (Ligon and Steward, 2000; Hollenbeck and Saxton, 2005; Boldogh and Pon, 
2007; Frederick and Shaw, 2007; Cai and Sheng, 2009a; Cai et al., 2011). 

 

1.2.1.- A través de los microtúbulos 

Las neuronas contienen una elaborada red de microtúbulos que radian desde el soma a 
las regiones terminales. En el caso de los axones, estos microtúbulos poseen una polaridad 
intrínseca, con el extremo “más” dirigido hacia los terminales y el “menos” hacia el soma 
celular, aunque en el caso de las dendritas la polaridad esta mezclada (Hirokawa and 
Takemura, 2004). La polaridad y organización del citoesqueleto en los axones es crítica para 
el correcto transporte de las mitocondrias desde el soma a la parte distal de los axones y a las 
sinapsis mediante proteínas motoras asociadas a los microtúbulos, que incluyen los miembros 
de las kinesinas (mayoritariamente dirigidos hacia el extremo “más”) y de las dineinas 
citoplasmáticas (hacia el extremo “menos”). De esta forma, las kinesinas generalmente 
median el transporte anterógrado y las dineinas conducen el transporte retrógrado en los 
axones (Pilling et al., 2006; Cai and Sheng, 2009a). 

De entre los miembros de la familia de las kinesinas, la familia de la kinesina-1 ha 
sido asociada con las mitocondrias (Jellali et al., 1994; Khodjakov et al., 1998). La kinesina-1 
contiene dos cadenas pesadas y dos ligeras. Las cadenas pesadas de la kinesina-1, conocidas 
como KIF5, pueden funcionar como motor y forman homo- o heterodímeros entre ellas. Cada 
cadena pesada KIF5, contiene un dominio motor N-terminal que se une directamente a los 
microtúbulos, mientras que su dominio C-terminal media la asociación con las cadenas ligeras 
o con los “cargo” intracelulares. Es probable que las cadenas pesadas KIF5, sean el mayor 
responsable para el transporte axonal anterógrado de las mitocondrias. La alteración de KIF5b 
produce un anormal clustering perinuclear de las mitocondrias (Tanaka et al., 1998), mientras 
que mutantes de KIF5 en Drosophila, muestran un transporte mitocondrial alterado y una 
reducción en la distribución en los axones motores larvales (Hurd and Saxton, 1996). Un 
miembro de la familia de la kinesina-3 (KIF1B�) también ha sido asociado con el transporte 
mitocondrial en ratones. Se encuentra enriquecido en las neuronas, donde colocaliza, 
físicamente esta asociado, y soporta el movimiento de estos orgánulos a través de los 
microtúbulos en un ensayo “in vitro” (Nangaku et al., 1994). Recientemente una proteína 
similar a kinesinas, KLP6, también ha sido relacionada con la regulación del transporte 
mitocondrial en neuritas (Tanaka et al., 2011). 

En el caso del transporte retrógrado, poco se sabe de las interacciones moleculares que 
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rigen este proceso. La dineina es un gran complejo molecular que comprende dos cadenas 
pesadas así como varías intermedias, ligeras intermedias y ligeras. La especificidad de 
interacción con el cargo depende de proteínas accesorias como la dinactina que, aunque no es 
esencial, se ha demostrado como mediador de la interacción. Algunos estudios demuestran 
que la dineina es necesaria para el correcto transporte mitocondrial retrógrado en el sistema 
nervioso de Drosophila y, que tanto dineina como dinactina, interaccionan con mitocondrias 
purificadas (Pilling et al., 2006). También se sabe que el Canal Selectivo e Aniones 
Dependiente de Voltaje (VDAC1) de la membrana mitocondrial externa interacciona con 
tctex1, una de las cadenas ligeras que forman la dineina (Schwarzer et al., 2002), si bien es de 
esperar que haya múltiples interacciones más que regulen la unión y reconocimiento de la 
dineina citoplasmática con su cargo mitocondrial. 

Se cree que receptores en la superficie de las organelas son los responsables de enlazar 
la correcta maquinaria a con el cargo correcto. Mientras aun existen dudas acerca de si 
interacciones con los lípidos contribuyen al reclutamiento de motores a las membranas 
mitocondriales, varios 
complejos adaptadores han 
sido identificados para el 
link especifico de la 
mitocondria con la 
maquinaria de transporte 
(Figura 2). 

Sintabulina fue 
descrito como uno de estos 
adaptadores. Recientes 
estudios revelan un papel 
crítico de sintabulina en el 
transporte anterógrado de 
las mitocondrias en los 
procesos neuronales (Cai 
et al., 2005). Sintabulina se 
encuentra enriquecida en 
la fracción mitocondrial 
como una proteína 
asociada a membrana y 
estudios de “live-imaging” demuestran que colocaliza y migra junto a la mitocondria en los 
procesos axonales. Silenciamientos de la expresión de sintabulina o el bloqueo de la 
interacción sintabulina-kinesina, cambian radicalmente la distribución de las mitocondrias en 
cultivos de neuronas hipocampales, originándose un cluster en el soma y apareciendo 

 

Figura 2: Representación esquemática del transporte mitocondrial a 
través de microtúbulos. La mitocondria es transportada anterógradamente 
a través de los motores kinesinas (KIF5), y de los correspondientes 
adaptadores. El transporte retrógrado es mediado por la dineina 
citoplasmática. Sintafilina (SNPH) actúa como receptor para la parada y 
anclaje de las mitocondrias en los axones y es requerido para el 
mantenimiento de un gran número de mitocondrias en un estado 
estacionario mediante la interacción con el citoesqueleto de microtúbulos. 
Adaptación: (Cai and Sheng, 2009a).  



Introducción 

 

7

escasamente distribuidas en los procesos neuronales. La perdida de función de sintabulina 
altera el transporte anterógrado pero no el retrógrado a través de los axones, lo que 
proporciona una evidencia directa de que sintabulina es un importante componente de la 
maquinaria de trafico mitocondrial. Además, la correcta distribución mitocondrial, sintabulina 
también se ha descrito como importante para el mantenimiento de la transmisión sináptica en 
neuronas simpáticas (Ma et al., 2009). 

Más evidencias existen acerca del papel que ejerce el complejo Miro/Trak2 en el 
transporte de las mitocondrias. Mutaciones en Milton, el ortólogo de Trak2 en Drosophila, 
forman sinapsis normales en los fotorreceptores, pero sus axones y terminales carecen de 
mitocondrias (Stowers et al., 2002; Gorska-Andrzejak et al., 2003). Milton colocaliza con 
mitocondrias pero no con otras organelas e interacciona indirectamente con kinesina-1. En 
mamíferos, los ortólogos de Milton, GRIF-1 (�-aminobutyric acid type A receptor interacting 
factor-1) y OIP/Trak2 (�-O-linked N-acetylglucosamine transferase interacting protein), 
interactúan con KIF5C (Brickley et al., 2005; Smith et al., 2006), su sobreexpresión produce 
reordenamientos en la red mitocondrial (Koutsopoulos et al., 2011) y el silenciamiento de 
ambas altera el transporte mitocondrial (Brickley and Stephenson, 2011). 

Miro, una Rho-like GTP-asa mitocondrial, es otra de las proteínas que está implicada 
en la regulación de la morfología y la distribución mitocondrial (Fransson et al., 2003; 
Frederick et al., 2004; Guo et al., 2005; Reis et al., 2009). La proteína Miro está localizada en 
la membrana mitocondrial externa y es requerida para la asociación de Milton y KIF5 con la 
mitocondria (Glater et al., 2006; MacAskill et al., 2009a). Mutaciones en el gen dMiro 
(Drosophila Miro) producen una disminución del transporte mitocondrial anterógrado 
evitando que las mitocondrias entren en los axones y sinapsis, y como consecuencia, alterando 
la liberación de los neurotransmisores y el amortiguamiento de calcio durante la estimulación 
prolongada (Guo et al., 2005) y variaciones en la expresión de esta proteína también producen 
una disminución del transporte retrógrado (Russo et al., 2009). Además de afectar transporte, 
el papel de Miro en los procesos de fusión y fisión también han sido sugeridos (Frederick et 
al., 2004; Fransson et al., 2006; Russo et al., 2009). 

Otras proteínas también han sido identificadas como potenciales adaptadores del 
transporte mitocondrial. Una de ellas, la “fasciculation and elongation protein zeta-1” (FEZ1) 
(Kuroda et al., 1999), se ha mostrado como necesaria para el transporte anterógrado de las 
mitocondrias axonales en PC12 y neuronas hipocampales (Fujita et al., 2007; Ikuta et al., 
2007). Su ortólogo en Caenorhabditis elegans, UNC-76 es capaz de transportar organelas y 
vesículas a través de la asociación con el motor kinesina (Gindhart et al., 2003). Estudios 
posteriores muestran que la asociación de FEZ-1 con JIP1, una “c-Jun N-terminal kinase-
interacting protein”, es capaz de activar la proteína motora kinesina (Blasius et al., 2007). De 
esta forma se ha propuesto que FEZ1 pueda actuar sobre el transporte mitocondrial regulando 
la actividad motora o estabilizando la unión motor-microtúbulo (Cai et al., 2011). 
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RanBP2 es otra de estas proteínas. RanBP2 es una gran proteína de anclaje asociada 
con el transporte núcleo-citoplasmático, la biogénesis de proteínas, la mitosis y el tráfico de 
organelas. RanBP2 interacciona directamente con KIF5B y KIF5C en cerebro y retina (Cho et 
al., 2007) y regula el transporte mitocondrial en células no neuronales (Cai et al., 2001), 
aunque poco es conocido acerca del posible papel que pueda tener esta proteína en el tráfico 
mitocondrial en células nerviosas (MacAskill and Kittler, 2010). 

DISC1 (Disrupted in Schizophrenia-1) es una de las últimas proteínas descritas como 
modulador de la dinámica mitocondrial (Atkin et al., 2011). DISC1 es una proteína  
multicompartimentalizada que localiza predominantemente en la mitocondria (James et al., 
2004) y que ha emergido como un gen de susceptibilidad a esquizofrenia (Ishizuka et al., 
2006). DISC1 había sido establecido como regulador del transporte a través del citoesqueleto 
de microtúbulos (Taya et al., 2007) y la alteración de la morfología mitocondrial, debido a la 
sobreexpresión en células COS-7, también había sido descrita (Millar et al., 2005). Sin 
embargo, son recientes estudios los que demuestran un papel de está proteína  en el transporte 
mitocondrial (Atkin et al., 2011) donde la sobreexpresión y silenciamiento de esta proteína en 
cultivos de neuronas hipocampales producen un aumento o disminución, respectivamente, de 
la movilidad mitocondrial. Además de afectar el transporte mitocondrial, DISC1 también ha 
sido descrito como un regulador de la función mitocondrial a través de la regulación de 
Mitofilina (Park et al., 2010a). DISC1 ha sido identificado por su interacción con FEZ1 y se 
ha postulado un papel para estas proteínas en el crecimiento de las neuritas (Miyoshi et al., 
2003; Kang et al., 2011) y en la formación de los circuitos neurales hipocampales (Honda et 
al., 2004) lo que podría hacer suponer que ambas proteínas regularían el transporte 
mitocondrial por un mecanismo común, aunque este no ha sido descrito. 

La mayor parte de las mitocondrias permanecen estacionadas durante la mayor parte 
del tiempo. El principal objetivo del transporte mitocondrial es distribuir estas organelas en 
las áreas con alta demanda metabólica y de regulación de los niveles de calcio. Estas 
mitocondrias deberán detenerse y anclarse en el citoesqueleto en un proceso denominado 
“docking” mitocondrial. Recientes estudios identifican a sintafilina (SNPH) como este 
adaptador para el anclaje de las mitocondrias axonales (Kang et al., 2008). SNPH es una 
proteína específica de los axones neuronales y los ratones “knock-out” muestran una mayor 
movilidad mitocondrial respecto a sus controles. Además, recientemente se muestra que la 
cadena ligera de la dineina LC8, mediante su unión a SNPH, aumenta la interacción con los 
microtúbulos, regulando así el proceso de docking mitocondrial (Chen et al., 2009).  

 

1.2.2.- A través de los filamentos de actina 

El citoesqueleto de actina esta relativamente enriquecido en los compartimentos 
celulares que son esenciales para la función sináptica, tales como los terminales presinápticos 
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y las espinas dendríticas. Esta claro que la mayoría del flujo mitocondrial en los axones es 
generado por los movimientos basados en los microtúbulos. Sin embargo, el papel que 
desempeñan los filamentos de actina y las miosinas en el transporte de las mitocondrias no ha 
sido tan bien caracterizado (Morris and Hollenbeck, 1995; Ligon and Steward, 2000; 
Hollenbeck and Saxton, 2005; Cai and Sheng, 2009a). 

Uno de los posibles roles para el transporte basado en actomiosina, consiste en 
aumentar o suplementar el movimiento basado en los microtúbulos, devolviendo las 
mitocondrias que se han soltado de nuevo a estos filamentos o ocupándose del movimiento en 
aquellas regiones que están empobrecidas en microtúbulos. Así, en neuronas, se propuso un 
modelo dual de transporte, en el que los motores que usan los microtúbulos aseguraban un 
transporte axonal de largo alcance, mientras que el movimiento de corto alcance de las 
vesículas y organelas en los terminales nerviosos y conos de crecimiento dependía 
fundamentalmente de los motores que usan los filamentos de actina (Langford, 2002). 

Sin embargo, también ha sido propuesta una alternativa en la que, los movimientos 
basados en miosina de las mitocondrias realmente contribuyen a su distribución, oponiéndose 
a los movimientos basados en los microtúbulos (Pathak et al., 2010). De esta forma, se ha 
sugerido que la mayoría del trasporte mitocondrial sería debido a los microtúbulos, mientras 
que las miosinas, interaccionarían con la actina para oponerse al movimiento de manera 
transitoria pero que se convertiría en estable en presencia de determinadas señales o de 
proteínas de docking adicionales. 

Con la excepción de la miosina V y VI poco es conocido acerca del papel de las 
miosinas en el transporte axonal mitocondrial (Hollenbeck, 1996; Bridgman, 2004; Pathak et 
al., 2010). En este último estudio, depleciones de las miosinas V y VI demuestran una 
relación directa con las mitocondrias, y en el que se observa un incremento en el movimiento 
anterógrado (para miosina V) y retrógrado (para ambas). 

De forma paralela (Quintero et al., 2009) también han demostrado la asociación de la 
miosina XIX (Myo19), que forma parte de una nueva clase de miosinas, con la mitocondria. 
La función de Myo19 es investigada usando experimentos de sobreexpresión en células 
epiteliales y que parecen liberar a la mitocondria, causando un substancial incremento en su 
movimiento y que hacen aventurar un papel relevante de Myo19 en el transporte mitocondrial 
basado en actina (Titus, 2009). 

 

1.2.3.- Regulación del transporte y distribución 

La regulación del transporte y de la distribución mitocondrial, especialmente en las 
neuronas, permite que estos orgánulos se acumulen en regiones celulares que presentan una 
alta tasa de consumo de energía. De esta forma, las mitocondrias de los somas neuronales, 
serán trasportadas a lo largo de los procesos en respuesta a cambios del estado energético 
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local y de la demanda metabólica (Hollenbeck, 1996). 

Algunos estudios postulan que la dirección del trasporte mitocondrial esta fuertemente 
relacionada con el potencial de membrana mitocondrial. Las mitocondrias que se desplazan en 
sentido anterógrado poseen una potencial de membrana más alto, mientras aquellas con menor 
potencial de membrana son transportadas hacia el cuerpo celular, sugiriendo que el 
movimiento anterógrado transportaría las mitocondrias a los sitios de acción de las neuronas, 
mientras que el movimiento retrógrado las transportaría al cuerpo celular, para su degradación 
y reciclaje (Miller and Sheetz, 2004). Así, la fisión mitocondrial generaría mitocondrias sanas 
que serían transportadas a lo largo de los axones hacia la región más distal o las sinapsis, 
mientras que las mitocondrias con un mal funcionamiento viajarían hacia el soma y serían 
reparadas, ya sea por fusión con mitocondrias sanas o degradadas a través de mitofagia 
(Chang and Reynolds, 2006b; Rintoul and Reynolds, 2010). Sin embargo, recientes estudios 
han demostrado que las mitocondrias móviles, tanto en sentido anterógrado como retrógrado, 
así como las estacionarias no presentan diferencias en el potencial de membrana (Verburg and 
Hollenbeck, 2008). 

Por una parte, el transporte mitocondrial en las neuronas está regulado de forma 
dependiente de actividad, debido a variaciones en los niveles intracelulares de calcio y a la 
disponibilidad de ATP (Yi et al., 2004). Por otra parte, también esta descrito que las 
mitocondrias son transportadas hacia axones en crecimiento y reclutadas en zonas concretas 
del cono axonal de neuronas en cultivos, donde permanecerán estacionadas, mientras que, su 
movimiento retrógrado aumentaría o la densidad mitocondrial sería significativamente 
reducida, durante la supresión del crecimiento axonal (Morris and Hollenbeck, 1993; Ruthel 
and Hollenbeck, 2003). Asimismo, en las neuronas en desarrollo de las larvas de mosca, las 
mitocondrias exhiben un mayor movimiento anterógrado y una mayor densidad a lo largo del 
axón (Pilling et al., 2006; O'Toole et al., 2008). 

Las mitocondrias son las responsables de regular los niveles intracelulares de calcio. 
Ellas proveen de ATP a las bombas de calcio distribuidas a lo largo de la membrana 
plasmática además de secuestrar el exceso de calcio citosólico en las terminales presinápticas  
y en las espinas dendríticas postsinápticas. 

La movilidad mitocondrial decrece después de una despolarización inducida por KCl 
(Li et al., 2004b) o de la entrada de calcio mediada por los receptores de NMDA (Rintoul et 
al., 2003) y la duración del incremento de los niveles de calcio intracelular, corresponde al 
grado de reducción del transporte mitocondrial (Mironov, 2006). Contrariamente, la 
movilidad en cultivos neuronales se incrementa después de una aplicación de tetrodotoxina 
(Li et al., 2004b). De forma paralela, la bajada de ATP después de la aplicación de glutamato, 
reduce la velocidad mitocondrial. Además, niveles elevados de ADP, debido a un incremento 
en el consumo de ATP, reclutan las mitocondrias hacia las sinapsis (Mironov, 2007; Mironov, 
2009). 
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Recientemente, los mecanismos por los cuales una mitocondria móvil transita hacia 
una estado estacionario han sido descritos a través del complejo KIF5-Milton-Miro (Saotome 
et al., 2008; Cai and Sheng, 2009b; MacAskill et al., 2009b; Wang and Schwarz, 2009). Estos 
estudios revelan como los niveles de calcio intracelular regulan la movilidad mitocondrial al 
producirse la parada de estos orgánulos cuando la proteína Miro, a través de sus dominios 
“EF-hands”, se une a calcio, actuando así como un “sensor de calcio”. Así, el reclutamiento de 
las mitocondrias sinápticas, por la activación de los receptores de glutamato o de un estímulo 
eléctrico que provoque potenciales de acción, ocurre a través de este complejo y, por ejemplo, 
la expresión en neuronas de un mutante de Miro con las “EF-hands”, incapaz de unirse a 
calcio, bloquea esta reducción en la velocidad mitocondrial. 

Pese a estos avances, el preciso mecanismo de este proceso no ha sido aclarado y dos 
modelos han sido propuestos. Un primer modelo (Figura 3A), posiciona que Miro sirve como 
una proteína adaptadora que une indirectamente la mitocondria y KIF5 (MacAskill et al., 
2009b). En este escenario, la unión de calcio libera el enlace entre Miro y KIF5. En cambio, el 
modelo intercambio motor-adaptador (Wang and Schwarz, 2009) (Figura 3B) propone que en 
ausencia de Calcio, la cola C-terminal de KIF5 se une a mitocondrias mediante la interacción 
con el complejo Milton-Miro, mientras que el dominio motor N-terminal es libre de dirigir el 
transporte anterógrado a través de los microtúbulos. Un cambio conformacional debido a la 
unión de calcio con los “EF-hands” de Miro, resulta en una unión directa entre el dominio 

Figura 3: Modelos esquemáticos 
de Miro como “sensor de calcio” 
en la regulación de la movilidad 
mitocondrial (Cai & Sheng 
2009b). (A) La unión de calcio a 
los “EF-hands” disocia Miro de 
KIF5 mientras que GRIF-
1/TRAK2 (los homólogos en 
mamíferos de Milton) permanecen 
unidos a Miro1 (MacAskill et al., 
2009a; MacAskill et al., 2009b). 
(B) La cola de KIF5 esta unida a 
Miro vía Milton de manera calcio 
independiente, dejando al dominio 
motor unirse a los microtúbulos. 
Tras la unión de calcio con los 
“EF-hands” se produce la 
interacción directa del dominio 
motor con Miro, previniendo su 
ensamblaje con los microtúbulos 
(Wang and Schwarz, 2009). 
Adaptación: (Cai and Sheng, 
2009a). 
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motor de KIF5 y Miro, lo que impide la unión KIF5-microtúbulos necesaria para el 
transporte.  

Además de la regulación a través de la actividad y calcio, existen otras vías de 
señalización que regulan la distribución mitocondrial. Recientemente, la caracterización de la 
interacción de la N-acetilglucosamina transferasa con el complejo Miro/Milton sugiere que 
este complejo puede ser regulado por O-glucosilación (Brickley et al., 2011). Son más los 
estudios que refuerzan el papel de GSK3� (glycogen synthase kinase) como un regulador 
clave del transporte mitocondrial. Se ha demostrado que GSK3� fosforila la proteína motora 
kinesina-1 (en concreto la cadena ligera KLC2) disminuyendo el transporte axonal rápido 
(Morfini et al., 2002). Esta misma cadena ya había sido asociada con mitocondrias en cultivos 
celulares (Khodjakov et al., 1998).  

La sobreexpresión en cultivos neuronales de GSK3�, o del activador de la kinasa 
dependiente de ciclina (cdk5) p25, proteínas que han sido implicadas en los mecanismos 
fisiopatológicos de la enfermedad del Alzheimer (Cruz and Tsai, 2004; Hooper et al., 2008), 
reducen el movimiento mitocondrial mediante el incremento de los periodos de pausa y una 
disminución del transporte anterógrado, sin afectar sus velocidades intrínsecas (Morel et al., 
2010). En este mismo sentido la proteína beta-amiloide produce un decremento del transporte 
mitocondrial que se ve atenuado por la activación de la proteína kinasa A (PKA) o por la 
inhibición de GSK3� (Rui et al., 2006), aunque en este ultimo estudio la sola inhibición de 
GSK3� no sería suficiente para alterar el porcentaje de mitocondrias móviles en las 
condiciones control. 

La Serotonina también ha sido descrita como promotora del transporte axonal de las 
mitocondrias, actuando a través del receptor 5-HT1A, mediante el incremento de la actividad 
de Akt y, consecuentemente, reduciendo la actividad de GSK3� (Chen et al., 2007b). En este 
caso, la reducción de la actividad de GSK3�, produciría una inhibición de la histona 
deacetilasa HDAC6, incrementando los niveles de tubulina acetilada y de esta forma 
aumentando el movimiento mitocondrial (Chen et al., 2010b). En contraste, la dopamina 
inhibe la movilidad mitocondrial en cultivos neuronales de hipocampo a través de la misma 
cascada de señalización (Chen et al., 2008). 

El transporte mitocondrial también puede ser regulado de manera local a través de la 
señalización del factor de crecimiento nervioso (NGF) o de semaforinas. NGF funciona como 
una señal de parada inmovilizando las mitocondrias axonales en neuronas sensoriales de 
pollo, provocando su acumulación en la región de contacto de microesferas recubiertas con 
este factor (Chada and Hollenbeck, 2003). Este proceso de “docking” esta probablemente 
basado en los filamentos de actina, de manera dependiente de TrkA y de la activación de PI3-
kinasa (Chada and Hollenbeck, 2004; Reynolds and Rintoul, 2004). 

Conjuntamente, los datos hasta ahora expuestos concluyen que el citoesqueleto de 
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microtúbulos permitiría el transporte rápido y a largas distancias de las mitocondrias 
anterógradamente hacia sus lugares de acción en regiones distales del axón y dendritas ó 
retrógradamente hacia el soma neuronal para su reciclaje o degradación. El citoesqueleto de 
actina, en cambio, actuaría como un soporte perfecto para regular el posicionamiento y 
retención de las mitocondrias una vez estas ya están en sus regiones de acción, pudiéndose 
regular la distribución local de las mitocondrias con movimientos cortos y lentos para una 
mayor eficacia de su función. Todos estos mecanismos serían a la vez regulados por vías de 
señalización que trabajarían de manera integrada con otros procesos celulares. 

 

1.3.- Mecanismos de fusión/fisión mitocondrial 

Para asegurar la eficiencia en la función y la salud de las mitocondrias estas deben de 
mantenerse en óptimas condiciones. Como parte de este proceso, las mitocondrias son 
organelas altamente dinámicas que pueden fusionarse y dividirse en respuesta a estímulos 
extracelulares, del estado de desarrollo y de los requerimientos energéticos de la célula (Chan, 
2006b; Chang and Reynolds, 2006a; Cerveny et al., 2007; de Brito and Scorrano, 2008b; 
Otera and Mihara, 2010; Palmer et al., 2011b). En la mayoría de las células, las mitocondrias 
forman una red reticular que irradia desde el núcleo, creando un sistema interconectado que 
suple a la célula con la energía y metabolitos necesarios. (Westermann, 2008; Liesa et al., 
2009). Variaciones en la morfología mitocondrial corresponden al flujo entre dos estados 
extremos: una red reticular de mitocondrias fusionadas y una distribución fragmentada 
(Figura 4A)(Bereiter-Hahn and Voth, 1994). Estos eventos están controlados por la regulación 
de proteínas envueltas en fisión y fusión y el mantenimiento de la distribución mitocondrial 
(Figura 4B). 

En neuronas, los procesos de fusión y fisión mitocondrial tiene un papel relevante y 
mutaciones en las proteínas que median estos procesos han sido identificadas en 
enfermedades neurodegenerativas (Alexander et al., 2000; Delettre et al., 2000; Zuchner et al., 
2004), mientras que otras proteínas que regulan la dinámica mitocondrial han sido implicadas 
en desordenes neurológicos incluyendo las enfermedades de Huntigton, Alzheimer y 
Parkinson (Wang et al., 2009b; Manczak et al., 2011; Song et al., 2011; Wang et al., 2011a). 

 

1.3.1.- Fusión Mitocondrial 

La fusión mitocondrial es un mecanismo por el cual la población de organelas se 
mantiene homogénea, mezclando y unificando el compartimento mitocondrial, y facilita la 
inter-complementación del mtDNA (Chen et al., 2005b; Chen et al., 2010a; Zorzano et al., 
2010). Las grandes redes mitocondriales son frecuentemente encontradas en células 
metabólicamente activas. Consisten en filamentos mitocondriales interconectados y 
extendidos y actúan como sistemas eléctricamente unidos. Estas redes son capaces de 
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transmitir el potencial de 
membrana mitocondrial desde 
las zonas ricas en oxígeno a las 
pobres y, de esta forma, 
permitiendo una disipación 
eficiente de la energía en la 
célula (Skulachev, 2001). 

Estudios de genética 
molecular permitieron la 
identificación de la maquinaria 
responsable de la fusión y fisión 
mitocondrial. Fue la 
identificación del gen de 
Drosophila, fuzzy onions (Fzo), 
en la fusión mitocondrial del 
esperma (Hales and Fuller, 1997) 
el que permitió rápidos avances 
en el conocimiento de la 
maquinaria de la dinámica 
mitocondrial. La similitud en la 
función de esta proteína con su 
homólogo en levadura, Fzo1 
(Hermann et al., 1998; Rapaport 
et al., 1998), permitió que este 
organismo emergiera como uno 
de los modelos más importantes 
en el estudio de los mecanismos 
moleculares de la fusión y 

fisión de la membrana mitocondrial (Okamoto and Shaw, 2005; Hoppins et al., 2007; Merz et 
al., 2007; Westermann, 2010a). En mamíferos, mucha de la maquinaria de fusión y fisión 
mitocondrial permanece conservada (Chen and Chan, 2004) (Tabla 1). 

Las mitofusinas (Mfn) (Figura 5A) son grandes y conservadas GTPasas localizadas en 
la membrana mitocondrial externa (Santel and Fuller, 2001; Rojo et al., 2002; Chen et al., 
2003). En mamíferos hay dos homólogos de Fzo altamente relacionados, Mfn1 y Mfn2, y la 
perdida de su función produce la fragmentación de la red mitocondrial (Chen et al., 2003; 
Chen et al., 2005b). La topología de estas proteínas en la membrana mitocondrial las hace 
buenos candidatos para estar implicadas en la fusión de la membrana externa. Tanto el 
extremo N- y C-terminal están expuestos desde la membrana externa hacia el citosol, 

Figura 4: El balance entre la fisión y la fusión regula la 
morfología mitocondrial. Las mitocondrias típicamente forman una 
red reticular que es mantenida en coordinación de la maquinaria de 
fusión y fisión. (A) La sobreexpresión del mediador de la fisión 
GFP-Fis1 en células COS7 causa una fragmentación mitocondrial 
(izquierda) comparada con el fenotipo “wild type” (centro).  La 
pérdida de los mediadores de la fisión MiD49 y MiD51 resulta en 
una desregulación de la fisión mitocondrial y un exceso de fusión 
(derecha).  Las células fueron co-transfectadas con mito-GFP para 
visualizar las mitocondrias. Adaptación: (Palmer et al., 2011b). (B) 
Representación esquemática del ciclo de fusión/fisión. Adaptación: 
(Tamura et al., 2011). 
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implicando una topología en forma de “U” (Rojo et al., 2002; Santel et al., 2003). Se ha 
sugerido que las mitofusinas facilitan el anclaje de las membranas, similar a la acción de los 
SNAREs, formando complejos homo y hetero-oligoméricos de Mfn1 y Mfn2 a través  de la 
interacción de sus dominios de hélice superenrollada de manera GTP dependiente (Ishihara et 
al., 2004; Koshiba et al., 2004; Chen et al., 2005b; Detmer and Chan, 2007). 

Proceso Levadura Ortólogos en eucariotas superiores Localización Función propuesta 

Fusión Fzo1 Mfn1 y Mfn2 (mamíferos) 

Fzo y Dmfn (D. melanogaster) 

ME Fusión de la ME 

 Ugo1 - ME Coordinación de la fusión de 
la ME y la MI 

 Mgm1 OPA1 (mamíferos) MI y EIM Fusión de la MI 

Fisión Dnm1 DRP1/DLP1 (mamíferos) 

Drp1 (C. Elegans) 

ADL1 y ADL2 (A. thaliana) 

Citosol y ME  

 Fis1 hFis1 (humanos) ME Receptor para la maquinaria 
de fisión de la ME 

 Mdv1 - Citosol y ME Adaptador entre Fis1 y Dnm1 

 Caf4 - Citosol y ME Redundante con Mdv1 

Tabla 1: Componentes centrales de las maquinarias de fusión y fisión mitocondrial. Abreviaturas: EIM, 
espacio intermembrana; ME, membrana externa; MI, membrana interna. Adaptación: (Westermann, 2008). 

A pesar de que ambas mitofusinas pueden facilitar la fusión de la membrana 
mitocondrial externa, un gran número de evidencias sugieren que pueden compartir papeles 
complementarios y dispares en la fusión mitocondrial (Palmer et al., 2011b). Ambas 
mitofusinas pueden remplazarse funcionalmente, pero en fibroblastos es Mfn1 la que participa 
de forma más activa (Chen et al., 2005b). Mfn1 y Mfn2 knockouts exhiben letalidad 
embrionaria, con Mfn2  presentando defectos en las células placentarias gigantes al contrario 
que Mfn1 (Chen et al., 2003), aunque puede ser consecuencia de los niveles de expresión 
relativa en los diferentes tejidos (Chan, 2006b). La función de OPA1 muestra dependencia de 
Mfn1 pero no de Mfn2 (Cipolat et al., 2004) y Mfn1 muestra mayor actividad en un ensayo de 
anclaje mitocondrial (Ishihara et al., 2004). Además, Mfn2 esta enriquecida en la interfaz 
entre el retículo endoplasmático (RE) y la mitocondria, y el silenciamiento de Mfn2 afecta a 
ambas morfologías, la de la mitocondria y del RE (de Brito and Scorrano, 2008a; Merkwirth 
and Langer, 2008). En el sistema nervioso también se han observado diferencias en la función 
de los dos tipos de mitofusinas. La falta de Mfn2, pero no Mfn1, en el cerebelo exhibe una 
reducción en el crecimiento dendrítico y la formación de espinas en la células de Purkinje y 
una disminución de la supervivencia celular (Chen et al., 2007a), también Mfn2 se ha visto 
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como protector de la viabilidad de las neuronas granulares del cerebelo frente a la liberación 
de citocromo c (Jahani-Asl et al., 2007) y, mientras que mutaciones en el gen que codifica 
para Mfn2 se ha demostrado que causan la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth tipo 2A 
(CMT2A), ningún paciente ha sido reportado en el caso de Mfn1 (Zuchner et al., 2004).  

Otra de las proteínas implicadas en la fusión mitocondrial es OPA1 (Figura 5B), 
Mgm1 en levaduras, que fue inicialmente identificado como un gen mutado en la atrofia 
óptica autosómica dominante (DOA) (Alexander et al., 2000; Delettre et al., 2000; Davies et 
al., 2007). OPA1 es una GTPasa similar a dinamina, asociada con la membrana mitocondrial 
interna y con el espacio intermembrana, e implicada en el mantenimiento de la remodelación 
de las crestas mitocondriales y de la fusión de la membrana interna (Wong et al., 2000; 
Olichon et al., 2002; Herlan et al., 2003; Satoh et al., 2003; Griparic et al., 2004). OPA1 es 
procesada en 8 diferentes isoformas y cambios en el balance entre las formas largas (“L”) y 
cortas (“S”) afectan a la fusión de las mitocondrias (Ishihara et al., 2006). Como las 
mitofusinas, OPA1 es esencial para la fusión mitocondrial y su silenciamiento produce un 
aumento de la fragmentación mitocondrial (Cipolat et al., 2004; Griparic et al., 2004; Chen et 
al., 2005b) y aberraciones en la estructura de las crestas (Olichon et al., 2002; Griparic et al., 
2004). 

Componentes adicionales han sido identificados como importantes para los procesos 
de fusión mitocondrial, como es el caso de la proteína Prohibitin2 y SLP2 (stomatin like 
protein-2) (Figura 5B). Se ha propuesto que ambas proteínas actuaran como intermediarios de 
la función de OPA1 (Merkwirth et al., 2008; Tondera et al., 2009). Además, se ha demostrado 
la interacción de SLP2 con la prohibitinas (Da Cruz et al., 2008) y Mfn2 (Hajek et al., 2007), 
lo que podría indicar que podría coordinar directamente la fusión de las membranas interna y 
externa después de un estímulo de estrés (Palmer et al., 2011b). En levaduras, la proteína de la 
membrana mitocondrial externa Ugo1 ha sido identificada por su papel en la fusión 
mitocondrial (Sesaki and Jensen, 2001; Hoppins et al., 2009), sin embargo, ningún homólogo 
en mamíferos ha sido descrito hasta la actualidad.  

A través de la regulación sobre las proteínas implicadas en los procesos de fusión y 
fisión mitocondrial, se han descrito un número importante de proteínas que modulan la 
morfología mitocondrial, entre estados de fusión completa o transitoria (Liu et al., 2009). 
MIB (Mitofusin binding protein) es una de estas proteínas, que se ha postulado regula 
negativamente la actividad de mitofusina 1 (Eura et al., 2006). La sobreexpresión de MIB 
produce la fragmentación de las mitocondrias mientras que su silenciamiento produce fusión. 
Además, la interacción de MIB con mitofusina 1 y 2 también ha sido demostrada (Eura et al., 
2006) (Figura 5A). Mdm30 es otra proteína encargada de regular la fusión mitocondrial en 
levaduras, a través de la ubiquitinización de Fzo1 y consecuente degradación por el 
proteosoma (Escobar-Henriques et al., 2006; Cohen et al., 2008; Cohen et al., 2011), aunque 
de momento ningún homólogo en mamíferos ha sido descrito. Por otra parte, el 
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silenciamiento de la 
subunidad G�2, que se 
encuentra enriquecida en 
la membrana externa 
interactuando con Mfn1 
y regulando su 
movilidad, produce un 
aumento en la 

fragmentación 
mitocondrial por lo que 
se ha postulado su papel 
regulando la fusión 
(Zhang et al., 2010b). 

La fusión 
mitocondrial también 
requiere de una 
remodelación de la 
membrana lipídica 
(Wickner and 
Schekman, 2008; Furt 

and Moreau, 2009). 
MitoPLD 

(mitochondrial 
phospholipase D) 
promueve la fusión 
mitocondrial a través de 
la hidrólisis de la 
cardiolipina a ácido 
fosfatídico (PA) en la 
membrana externa, que 
facilita la fusión 
mediada por 

mitofusinas (Choi et al., 2006). Este aumento de PA, conlleva al reclutamiento de la fosfatasa 
Lipin1 (Figura 5A), que convierte el PA en DAG y promueve fisión mitocondrial sugiriendo 
un mecanismo para la homeostasis de la morfología mitocondrial (Huang and Frohman, 2009; 
Huang et al., 2011).  

Existen también una serie de procesos biológicos en el interior de la célula que 
conllevan una alteración del tamaño mitocondrial. Uno de los más importantes es el proceso 

Figura 5: Coordinación de la fusión mitocondrial en mamíferos. (A) La 
fusión de la membrana externa esta mediada por Mfn1 y Mfn2. Mfn 1/2 homo 
y heterodímeros interactúan en “trans” y forman un complejo de anclaje de la 
organela. La proteína MIB (mitofusin binding protein) regula negativamente la 
fusión mitocondrial mediante su interacción con Mfn 1/2. La fosfolipasa 
mitocondrial D (mitoPLD) facilita la fusión mediante la hidrólisis de 
cardiolipina para producir ácido fosfatídico y consecuentemente alterar la 
curvatura de la membrana. Bax/Bak afectan la fusión a través de su 
interacción con Mfn 1/2 en respuesta a señales celulares. (B) La fusión de la 
membrana interna está gobernada por OPA1. Con la presencia de GTP, las 
isoformas de OPA1 oligomerizan dando lugar a la fusión de la membrana 
interna. El balance entre las isofomas de OPA1 afecta a la estabilidad 
mitocondrial y la remodelación de la membrana interna. OPA1 es estabilizada 
por la unión de proteínas intermediarias como Prohibitin 2 y SLP-2. 
Adaptación: (Palmer et al., 2011b). 
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de apoptosis, que conlleva a una extensiva fragmentación mitocondrial y a una 
permeabilización de la membrana externa, en el que proteínas de la maquinaria de fusión y 
fisión mitocondrial están directamente implicadas (Li et al., 1997; Frank et al., 2001; 
Karbowski and Youle, 2003; Lee et al., 2004). Recientes estudios han revelado que proteína 
pro-apoptóticas como Bax y Bak inducen fisión mitocondrial de manera separada de la 
liberación del citocromo c (Sheridan et al., 2008). Tanto Bak como Bax han sido asociados 
con mitofusinas, Mfn1 y 2 en el caso de Bak (Brooks and Dong, 2007; Brooks et al., 2007) y 
Mfn2 con Bax (Karbowski et al., 2006; Hoppins et al., 2011) (Figura 5A). En ausencia de 
estas 2 proteínas pro-apoptóticas, la distribución de Mfn2 esta alterada y no se forman focos 
de fusión en la membrana mitocondrial externa, lo cual sugiere que la expresión de Bax y Bak 
afecta la movilidad de Mfn2 y que perfilan un papel de estas proteínas en la regulación de la 
fusión mitocondrial en condiciones normales o apoptóticas (Karbowski et al., 2006). 

El balance entre las isoformas de OPA1 es otro de los mecanismos implicados en la 
regulación de la fusión mitocondrial y de la apoptosis. El incremento en el procesamiento de 
OPA1, conlleva a mayores niveles de las isoformas solubles S-OPA1, que ocurren tras una 
pérdida del potencial de membrana, de mtDNA y/o una inducción de la apoptosis, resultando 
en una excesiva fragmentación mitocondrial y disrupción de las crestas (Duvezin-Caubet et 
al., 2006; Frezza et al., 2006; Ishihara et al., 2006; Song et al., 2007). Este proceso se produce 
por el procesamiento proteolítico específico mediante la actividad de proteasas mitocondriales 
como PARL (prsenilin associated rhomboid-like protease) (Herlan et al., 2003; Cipolat et al., 
2006; Pellegrini and Scorrano, 2007), AFG3L1/2 y paraplegin (Ishihara et al., 2006), OMA1 
(Ehses et al., 2009) e Yme1 (Griparic et al., 2007; Song et al., 2007). 

Los niveles de potencial de membrana mitocondrial son otro de los factores que 
regulan los procesos de fusión y fisión mitocondrial. Mientras que las mitocondrias son 
transportadas en sentido anterógrado o retrógrado de manera independiente al potencial de 
membrana (Verburg and Hollenbeck, 2008), este resulta crucial en la regulación de la 
morfología mitocondrial (Legros et al., 2002; Ishihara et al., 2003; Mattenberger et al., 2003). 
La perdida de potencial de membrana  causada por ionóforos, resulta en una inhibición de la 
fusión, que conlleva a una mayor fragmentación de la red mitocondrial y que es reversible tras 
la retirada de los ionóforos (Legros et al., 2002; Ishihara et al., 2003). OPA1 es uno de las 
proteínas que se ha visto regulada por los niveles de potencial de membrana, dándose un 
aumento de las isoformas solubles de esta proteína tras una perdida de potencial (Song et al., 
2007; Guillery et al., 2008b). 

 

1.3.2.- Fisión Mitocondrial 

Al igual que la fusión, la fisión mitocondrial juega un papel fundamental en la célula. 
Debido a que las mitocondrias se propagan por crecimiento y posterior división a partir de 
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organelas preexistentes, la herencia de las mitocondrias depende de la fisión durante el 
proceso de citokinesis (Yaffe, 1999b) que asegurará la correcta segregación de las copias de 
mtDNA a las mitocondrias hijas (Legros et al., 2004). Además, la fisión mitocondrial es 
importante en varios procesos de diferenciación incluyendo la formación de sinapsis y espinas 
dendríticas en neuronas (Li et al., 2004b). Un incremento o desregulación de la fisión 
mitocondrial puede causar una población heterogénea de organelas con una distribución de 
mtDNA no uniforme, una capacidad de generar ATP variable, un aumento de la producción de 
especies reactivas de oxigeno y de la susceptibilidad de las células para sufrir apoptosis 
(James et al., 2003; Parone et al., 2008). 

Estudios realizados en levaduras y C. elegans permitieron identificar los componentes 
de la maquinaria de fisión mitocondrial en mamíferos (Gammie et al., 1995; Mozdy et al., 
2000). Uno de estos componentes, Drp1 (Dynamin-Related Protein 1) (Figura 6), contiene 
varios dominios similares a la familia de las dinaminas GTPasas, incluyendo un dominio 
GTPasa y un dominio efector de GTPasa (GED) (Otsuga et al., 1998; Smirnova et al., 1998). 
Drp1 es una proteína predominantemente citosólica que se acumula en los sitios de fisión 
mitocondrial formando complejos multiméricos en forma de anillo que facilitaran la escisión 
de la doble membrana tras la hidrólisis de GTP (Bleazard et al., 1999; Labrousse et al., 1999; 
Mozdy et al., 2000; Smirnova et al., 2001; Legesse-Miller et al., 2003; Ingerman et al., 2005; 
Lackner et al., 2009; Lackner and Nunnari, 2009; Mears et al., 2011). La inhibición de Drp1 
por la expresión de un dominante negativo o por RNA de interferencia, conlleva a un 
incremento de la longitud, la interconectividad de los túbulos mitocondriales y una agregación 
perinuclear debido al aumento de la fusión (Smirnova et al., 2001; Lee et al., 2004). Recientes 
estudios también han demostrado que Drp1 desarrolla un papel crucial en el mantenimiento de 
la morfología y dinámicas mitocondriales. El ratón “knockout” de Drp1 presenta una letalidad 
embrionaria, con los embriones mostrando un hígado y estructuras cardíacas poco 
desarrolladas, un incremento en la apoptosis en el córtex neural profundo y la formación de 
sinapsis comprometida (Ishihara et al., 2009; Wakabayashi et al., 2009).  

Receptores de membrana son necesarios para el reclutamiento de Drp1 en la 
membrana mitocondrial externa (Mozdy et al., 2000; Otera et al., 2010; Palmer et al., 2011a) 
pero poco es conocido acerca del mecanismo de acción. Fis1 es una pequeña proteína que se 
encuentra localizada uniformemente a lo largo de la membrana mitocondrial externa (Suzuki 
et al., 2003; Dohm et al., 2004; Suzuki et al., 2005) (Figura 6). Por analogía con Dnm1 de 
levaduras (Mozdy et al., 2000; Karren et al., 2005; Zhang and Chan, 2007), sería esperable 
que Drp1 localizara en la mitocondria de forma dependiente de Fis1, sin embargo, un 
eficiente knockdown de Fis1 no afecta al reclutamiento de Drp1 (Lee et al., 2004; Wasiak et 
al., 2007).  La sobreexpresión de Fis1 produce un aumento de la fragmentación mitocondrial 
de forma dependiente de Drp1 (James et al., 2003; Yoon et al., 2003; Stojanovski et al., 2004) 
mientras que el knockdown produce la elongación de los túbulos mitocondriales (Lee et al., 
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2004; Stojanovski et al., 2004). Sin embargo, recientes ensayos de silenciamiento de Fis1 en 
células de mamífero, han encontrado tan sólo un pequeño efecto en la morfología 
mitocondrial y ha sido propuesto que las observaciones previas usando RNA de interferencia 
fueron debidas a efectos “off-target” del silenciamiento de Fis1 (Otera et al., 2010), por lo que 
el papel concreto de Fis1 todavía debe ser aclarado.  

Otras proteínas han sido sugeridas por su papel en el reclutamiento de Drp1, estas son 
Mff (mitochondrial fission factor) y las proteínas MiD49 y Mid51 (mitochondrial dynamics 
proteins of 49 and 51 Kda) (Figura 6). La sobreexpresión de Mff aumenta la fisión 
mitocondrial y la translocación del pool citosólico de Drp1 a la mitocondria, al contrario que 
su silenciamiento, que conlleva a la elongación de las mitocondrias y a la reducción de Drp1 
en su superficie, habiéndosele atribuido un papel en fisión mitocondrial independiente de Fis1 
(Gandre-Babbe and van der Bliek, 2008; Otera et al., 2010; Otera and Mihara, 2011). La 
sobreexpresión y silenciamiento de MiD51 y MiD49 producen diferentes formas 
morfológicas de mitocondrias fusionadas y, al igual que Mff, la sobreexpresión conlleva a una 
translocación de pool citosólico de Drp1 a la superficie mitocondrial (Palmer et al., 2011a; 
Zhao et al., 2011), sin embargo los mecanismos precisos a través de los cuales actúan estas 

proteínas todavía deben 
de ser establecidos. 

Más proteínas 
que han sido implicadas 
en fisión mitocondrial 
son: MTP18 
(mitochondrial protein 
18Kda) (Figura 6), 
localizada en la 
membrana mitocondrial 
interna y cuya 
sobreexpresión en 
cultivos celulares 
produce un aumento de 

mitocondrias 
fragmentadas de forma 
dependiente de Drp1 
mientras que su 
silenciamiento conlleva 
a fusión mitocondrial y 
liberación del 
citocromo c (Tondera et 

Figura 6: Fisión mitocondrial en mamíferos. La división mitocondrial ocurre 
cuando la proteína citosólica Drp1 es reclutada en la membrana mitocondrial 
externa, resultando en una constricción de la organela. Fis1, Mff y las proteínas 
MiD49/51 han sido postuladas como participantes en el proceso de 
reclutamiento y ensamblaje de Drp1 en la membrana mitocondrial externa. En 
presencia de GTP, Drp1 forma anillos concéntricos alrededor del sitio de 
escisión y la hidrólisis de GTP la constricción de estos complejos facilitando la 
escisión de la mitocondria. Otras proteínas implicadas en la fisión mitocondrial 
incluyen Endophilin B1 que se cree modula la curvatura de la membrana, y 
Lipin 1b que convierte el ácido fosfatídico en diacylglycerol (DAG). MTP18 y 
GDAP1 también han sido propuestas por participar en la fisión mitocondrial. 
Adaptación: (Palmer et al., 2011b). 
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al., 2005); GDAP1 (Ganglioside-induced differentiation-associated protein 1) (Figura 6) que 
esta localizada en la membrana mitocondrial externa y su sobreexpresión causa la 
fragmentación de las mitocondrias, y su silenciamiento, por el contrario, provoca una fusión 
de la red mitocondrial (Niemann et al., 2005) y Endophilin B1 que es una proteína citosólica 
con una porción asociada con mitocondrias, de forma similar a la distribución de Drp1, y se 
ha propuesto que actuaría por debajo de la actividad de Drp1 durante la fisión mitocondrial, a 
través de la remodelación de los lípidos de la membrana mitocondrial externa (Karbowski et 
al., 2004b). 

Se han descrito una serie de mecanismos que regulan la fisión mitocondrial en 
respuesta a una variedad de eventos celulares incluyendo división celular, diferenciación y 
apoptosis. Muchos de estos procesos confluyen en varias modificaciones postraduccionales 
sobre Drp1 (Cerveny et al., 2007; Han et al., 2010; Palmer et al., 2011b) (Figura 7). La 
fosforilación de Drp1 por la kinasa Cdk1/cyclin B durante la mitosis produce un aumento de 
la fisión mitocondrial que asegura una eficiente segregación de las mitocondrias a las células 
hijas (Taguchi et al., 2007) y la posterior ubiquitinización por la E3 ubiquitin ligasa 
APC/CCdh1 y degradación por el proteosoma permitirá el restablecimiento de la red 
mitocondrial (Horn et al., 2011). Sin embargo, el papel de Drp1 durante la herencia 
mitocondrial parece ser no esencial (Ishihara et al., 2009) y futuros estudios serán necesarios. 

La kinasa Cdk5 (cyclin-dependent kinase 5) también actúa como un regulador “up-
stream” de la fisión mitocondrial durante la apoptosis, aunque la fosforilación de ninguna 
proteína implicada directamente en la morfología mitocondrial no ha sido descrita (Meuer et 
al., 2007).  La proteína kinasa A (PKA) es otro de los reguladores de la fisión mitocondrial a 
través de la fosforilación en Drp1, que provoca una reducción en su actividad GTPasa (Cribbs 
and Strack, 2007; Chang and Blackstone, 2007) (Figura 7). 

La fragmentación mitocondrial es un aspecto común de determinadas condiciones 
patológicas donde estas organelas no funcionan correctamente. El aumento de calcio 
intracelular, y la consiguiente defosforilación de Drp1 a través de calcineurina (Cereghetti et 
al., 2008; Cereghetti et al., 2010) (Figura 7), ha sido descrito como uno de los mecanismos 
responsables de este aumento de fisión, aunque la inhibición de la fusión también se ha visto 
importante para este proceso (Duvezin-Caubet et al., 2006; Guillery et al., 2008a). En el 
proceso de la mitofagia (descrito más abajo), la defosforilación de Drp1 por calcineurina 
también ha sido identificada en células deficientes de PINK1 y responsable del aumento de 
fisión mitocondrial (Sandebring et al., 2009). 

El aumento en células neuronales de óxido nítrico, molécula señalizadora implicada en 
una gran variedad de procesos celulares y que se une covalentemente a proteínas en un 
proceso llamado S-nitrosilación, resulta en cambios ultraestructurales a nivel mitocondrial con 
un incremento de la fisión (Barsoum et al., 2006; Cho et al., 2009). Estos cambios se han 
observado también después de la expresión de la proteína �-amiloide, el mediador principal 
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en la enfermedad de Alzheimer, el cual, tras la formación de oligómeros, estimula el estrés 
nitrosativo (Cho et al., 2009; Nakamura et al., 2010). Se ha propuesto que tales alteraciones 
de la morfología mitocondrial ocurren  a través de la S-nitrosilación de Drp1, causando un 
incremento de la actividad GTPasa y dimerización de Drp1 (Cho et al., 2009; Nakamura and 
Lipton, 2011) (Figura 7).  

La ubiquitinización de Drp1, a través de la E3 ubiquitina ligasa asociada a la 
membrana mitocondrial externa MARCH5/MITOL, se ha propuesto como moduladora de la 
fragmentación mitocondrial, regulando negativamente la formación de los complejos de fisión 
(Karbowski et al., 2007) (Figura 7). Ensayos de co-inmunoprecipitación también revelaron la 
interacción directa de MARCH5 con Mfn2 y las formas ubiquitinizadas de Drp1 y Fis1 
(Nakamura et al., 2006; Yonashiro et al., 2006). Previamente, a MARCH5/MITOL se le había 

atribuido un papel pro-fusión 
(Nakamura et al., 2006; Yonashiro 
et al., 2006), sin embargo, en 
subsecuentes estudios de 
silenciamiento o sobreexpresión del 
dominante negativo de esta ligasa, 
la distribución y movilidad de Drp1 
estaba alterada, resultando en una 
reducción de los eventos de fisión y 
aparición de mitocondrias más 
alargadas (Karbowski et al., 2007; 
Park et al., 2010b). 

La SUMOilación es otro de 
los procesos que regulan la 
actividad de Drp1 (Figura7). SenP5 
es una SUMO proteasa que se 
transloca a la mitocondria durante 
la mitosis, desumoilando DRP1 
para asegurar que las mitocondrias 
son transmitidas a las células hijas 
(Zunino et al., 2007; Zunino et al., 

2009). Drp1 es sumoilada por la proteína pro-apoptótica Bax, produciendo la translocación en 
la mitocondria independientemente de Fis1 (Wasiak et al., 2007), sin embargo, una forma de 
Drp1 que no puede ser sumoilada también es reclutada en la mitocondria después de un 
estímulo apoptótico, sugiriendo que esta modificación no es específica de apoptosis 
(Figueroa-Romero et al., 2009). SUMO E2 ligasa Ubc9 y la proteína asociada a la membrana 
mitocondrial externa MAPL también regulan la sumoilación de Drp1 aumentando su 

Figura 7: Mecanismos de regulación de la fisión mitocondrial. 
Diferentes tipos de modificaciones postraduccionales regulan 
Drp1 en mamíferos. La actividad de Drp1 está regulada por la 
ubiquitinazación dependiente de MITOL/March5, de 
SUMOilación, fosforilación y N-nitrosilación. En este esquema 
también aparecen otras proteínas implicadas en fisión 
mitocondrial así como la asociación de estas con algunas 
enfermedades humanas. Adaptación: (Tamura et al., 2011). 
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estabilidad y consiguientemente la fisión mitocondrial (Harder et al., 2004; Li et al., 2008b; 
Neuspiel et al., 2008; Braschi et al., 2009). 

La entrada de calcio durante la actividad sináptica se ha descrito como otro proceso 
implicado en la regulación de la morfología mitocondrial. La aplicación de glutamato en 
cultivos primarios, provoca una alteración de las mitocondrias pasando desde formas 
alargadas a más redondeadas y que es dependiente de la entrada de calcio (Rintoul et al., 
2003), efecto que también ha sido descrito después de una despolarización inducida por KCl  
y consiguiente activación de los canales de calcio dependientes de voltaje (Han et al., 2008). 
Este cambio de morfología ha sido atribuido a la fosforilación de Drp1 por CaMKII-alfa 
(Figura7) que facilitan el reclutamiento de esta proteína a las mitocondrias y provoca su 
fragmentación (Han et al., 2008). Miro1, responsable de la parada mitocondrial tras una 
despolarización, también regula la morfología mitocondrial de forma dependiente de calcio, 
produciendo una inhibición de Drp1 en niveles basales de calcio y favoreciendo la fisión 
cuando estos niveles son elevados (Saotome et al., 2008) (Figura 8) por lo que varios sensores 
de calcio podrían regular la activación de Drp1 (Liu and Hajnoczky, 2009). 

Drp1 también es necesaria para el 
correcto posicionamiento de las 
mitocondrias en las neuronas (Smirnova et 
al., 1998; Pitts et al., 1999) y la 
sobreexpresión de Drp1 provoca una mayor 
densidad mitocondrial a lo largo de las 
dendritas incrementando así el número de 
espinas y sinapsis excitatorias (Li et al., 
2004b). De manera similar neuronas 
mutantes para Drp1 presentan una falta de 
mitocondrias en las sinapsis de las uniones 
neuromusculares de Drosophila  que son 
incapaces de mantener una correcta 
neurotransmisión (Verstreken et al., 2005). 
Ambos estudios revelan la importancia de 
Drp1, y por consiguiente, de la fisión 
mitocondrial, para la correcta formación y funcionamiento de las sinapsis. Así pues la entrada 
de calcio en las neuronas no sólo produce la parada de las mitocondrias en los lugares 
correctos sino también una fragmentación mitocondrial necesaria para la transmisión 
sináptica, por lo que una correcta maquinaria para el transporte y morfología mitocondrial es 
imprescindible para el correcto funcionamiento de la neurotransmisión. 

A pesar de que el citoesqueleto no parece ser necesario para mantener la forma tubular 
o fusión de las mitocondrias (Legros et al., 2002; Mattenberger et al., 2003), claro está el 

Figura 8: Representación esquemática ilustrando el 
control bidireccional dependiente de calcio de la 
motilidad y morfología mitocondrial a través de las 
proteína Miro. Adaptación: (Saotome et al., 2008). 
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papel que juega actuando como rail permitiendo la aproximación necesaria para que se de la 
fijación de las membranas mitocondriales opuestas previa a un proceso de fusión (Koshiba et 
al., 2004; Bowes and Gupta, 2008), y también podría actuar como soporte sobre el cual 
generar tracción y colaborar así en la separación de dos mitocondrias durante un proceso de 
fisión (Roux et al., 2006). Son también varios los estudios que destacan la importante relación 
entre la maquinaria de transporte a través del citoesqueleto y la morfología mitocondrial. Así, 
la depleción de Miosina V produce una alteración en la morfología de estas organelas, con un 
aumento de la longitud mitocondrial (Pathak et al., 2010). La perdida de función de la dineina 
no sólo altera la distribución mitocondrial, sino también esta asociada al reclutamiento de 
Drp1 (Varadi et al., 2004). Las proteínas Miro, responsables de la unión de las kinesinas con 
los microtúbulos, también se han sugerido por alterar la morfología mitocondrial a través de la 
inhibición de Drp1 (Saotome et al., 2008) y la ausencia o ciertas mutaciones de Mfn2 produce 
una disminución del transporte mitocondrial y su interacción con el complejo Miro/Trak2, 
pero no KIF5C, también ha sido observada (Baloh et al., 2007; Misko et al., 2010). 

En conjunto, estos ensayos hacen pensar que los procesos de que rigen el transporte y 
la morfología mitocondrial están íntimamente asociados y las señales celulares que regulan 
alguno de estos procesos causarán directa o indirectamente una alteración en el segundo, sin 
embargo, los precisos mecanismos por lo que estos procesos están asociados y su 
funcionamiento, todavía deben de ser detallados. 

  

1.4.- Mitofagia 

La autofagia es un proceso por el cual las mitocondrias, al igual que otras organelas 
celulares, son recicladas y degradadas a través de un mecanismo especializado. Este proceso, 
consiste en la encapsulación por una estructura de doble membrana conocida como 
autofagosoma de los orgánulos dañados y posterior degradación (Nakatogawa et al., 2009; 
Yang and Klionsky, 2010). Existen diferentes tipos de autofagia en función de la naturaleza de 
los componentes encapsulados, siendo la mitofagia el proceso específico de reciclaje de las 
mitocondrias (Tolkovsky et al., 2002; Kim et al., 2007). 

La mitofagia se ha descrito como uno de los mecanismos de “control de calidad” 
celular por el cual las mitocondrias que resultan dañadas, presentan bajo potencial de 
membrana o acumulan sustancias tóxicas son específicamente eliminadas (Tatsuta and 
Langer, 2008; Dagda and Chu, 2009; Whitworth and Pallanck, 2009), de forma que la célula 
puede continuar funcionando normalmente. Son varios los mecanismos descritos actualmente 
a través de los cuales se da la mitofagia como los descubiertos en levaduras o en las células 
rojas de la sangre (Youle and Narendra, 2011), sin embargo, el mecanismo que involucra a las 
proteínas Parkina y Pink1 (Figura 9) es el que presenta una mayor relevancia en el contexto 
de las células nerviosas y que ha sido asociado con trastornos neurodegenerativos, en 
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concreto, la enfermedad de Parkinson (Kitada et al., 1998; Valente et al., 2004; Gasser, 2009).  

Parkina es una E3 ubiquitin ligasa citosólica que se transloca hacia la mitocondria 
después de una inducción de stress, producida por una gran variedad de estímulos, como un 
descenso del potencial de membrana, la administración de toxinas mitocondriales (Narendra 
et al., 2008) o azida en células que carecen de DNA mitocondrial (Suen et al., 2010). Además, 
parkina se acumula exclusivamente en las mitocondrias dañadas sin hacerlo en las 
mitocondrias sanas de la misma célula (Narendra et al., 2008), lo que refuerza la idea que la 
mitofagia un mecanismo “control de calidad”. 

El gen PINK1 codifica para una Ser/Thr Kinasa mitocondrial (Gandhi et al., 2006; 
Zhou et al., 2008), que acta “up-stream” de parkina (Exner et al., 2007; Dagda et al., 2009), 
siendo el responsable de “la translocación de esta parkina a las mitocondrias dañadas y de la 
inducción de la mitofagia mediada por parkina (Geisler et al., 2010; Matsuda et al., 2010; 
Narendra et al., 2010; Vives-Bauza et al., 2010), aunque los precisos mecanismos por los que 
esta translocación ocurre todavía no han sido aclarados. 

PINK1 es expresado e importado a todas las mitocondrias y luego rápidamente 
degradado por proteólisis, manteniéndose en bajos niveles. Cuando una porción de las 

mitocondrias resultada dañada, la proteólisis de PINK1 se 
inhibe, permitiendo la acumulación de PINK1 únicamente en 
las mitocondrias dañadas y el consiguiente reclutamiento de 
parkina (Matsuda et al., 2010; Narendra et al., 2010). 
Recientes estudios parecen indicar que la proteasa PARL es la 
responsable de este procesamiento de forma dependiente de 
voltaje (Jin et al., 2010; Deas et al., 2011; Meissner et al., 
2011). Tras su translocación a las mitocondrias, parkina 
promueve la ubiquitinización de sustratos mitocondriales 
(Geisler et al., 2010; Matsuda et al., 2010) y promueve la 
activación del sistema ubiquitina-proteosoma que permitirá la 
degradación de un número importante de proteínas de la 
membrana externa (Chan et al., 2011). 

Figura 9: La vía de PINK1-parkina de mitofagia. La Mitofagia requiere 
el marcaje específico de las mitocondrias y su reclutamiento en 
membranas aisladas. Cuando las mitocondrias están dañadas y pierden el 
potencial de membrana, la kinasa PINK1 (PTEN-induced putative kinase 
protein 1) se acumula (mostrado como un halo alrededor de la 
mitocondria) y recluta la E3 ubiquitin ligasa parkina desde el citosol 
específicamente a las mitocondrias dañadas. Parkina ubiquitiniza 
proteínas mitocondriales y provoca que la mitocondria sea engullida por 
membranas aislantes que se fusionaran con los lisosomas. Esto mediara el 
“control de calidad” mitocondrial. Adaptación: (Youle and Narendra, 
2011). 
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La regulación de la morfología y el transporte mitocondrial se han visto que son 
imprescindibles para el correcto desarrollo de la mitofagia. En el caso de las neuronas, las 
mitocondrias viajan en sentido anterógrado para su degradación y reciclaje en el soma celular 
lo que se ha demostrado que es importante para los procesos de autofagia (Miller and Sheetz, 
2004). Una vez parkina es translocada a las mitocondrias, estas son transportadas a través del 
citoesqueleto de microtúbulos y se concentran en la región perinuclear donde finalmente son 
degradadas (Okatsu et al., 2010). No resulta extraño que PINK1 interaccione con el complejo 
Miro/Milton y haya sido sugerida su función en el tráfico mitocondrial (Weihofen et al., 
2009). Un reciente estudio, sin embargo, postula que la unión de PINK1 con las proteínas 
Miro conlleva a una rápida degradación de esta última y consecuentemente al arresto 
mitocondrial, permitiendo así, el aislamiento de otras mitocondrias. Posteriormente, estas 
mitocondrias serían envueltas por el autofagosoma y transportadas retrógradamente de forma 
independiente del complejo Miro/Milton (Wang et al., 2011b). 

En lo que respecta a la regulación de la morfología mitocondrial ha sido descrito que 
tanto en levaduras como en células de mamíferos, la mitofagia esta precedida por una fisión 
mitocondrial (Westermann, 2010b) que divide los túbulos mitocondriales en porciones más 
pequeñas, manejables para la encapsulación y producirá la segregación del material dañado 
para su eliminación selectiva (Twig et al., 2008). Las mitofusinas 1 y 2 también son objetivo 
del complejo PINK1/parkina, que hará que sean rápidamente degradadas, promoviendo la 
fragmentación mitocondrial, posibilitando la mitofagia e impidiendo la re-fusión entre 
mitocondrias sanas y dañadas (Gegg et al., 2010; Poole et al., 2010; Tanaka et al., 2010; 
Glauser et al., 2011). 

A pesar de ello, el papel exacto que ejerce la morfología mitocondrial durante la 
mitofagia todavía presenta ciertas controversias. Es pensado que PINK1 y parkina promueven 
la fisión mitocondrial en Drosophila, donde mutaciones o el silenciamiento de estas proteínas 
producen una disminución de la fisión, y la expresión de Drp1 o Fis1 restablecería el fenotipo 
normal (Deng et al., 2008; Poole et al., 2008; Yang et al., 2008; Ziviani et al., 2010). En 
contraste, estudios realizados en células de mamífero, han mostrado efectos muy diferentes de 
PINK1/parkina en la morfología, sugiriendo un papel pro-fusión. (Exner et al., 2007; Dagda et 
al., 2009; Lutz et al., 2009; Sandebring et al., 2009; Weihofen et al., 2009; Cui et al., 2010). 
Además, también se ha demostrado que Drp1 sería un sustrato de la degradación de 
PINK1/parkina en células Hela, por lo que favorecería la idea que estas proteínas promueven 
fusión (Wang et al., 2011a). 

Existe la posibilidad de que estos efectos en la morfología sean dependientes del tipo o 
estadio celular (Mai et al., 2010), sin embargo, estudios en neuronas hipocampales y 
dopaminérgicas de mamíferos que muestran un fenotipo similar al de Drosophila (Yu et al., 
2011), hacen pensar en la interpretación que, la regulación de los procesos de fusión y fisión 
durante la mitofagia, son secundarios a los efectos directos causados por PINK1/parkina, y 



Introducción 

 

27

futuros estudios serán necesarios para una detallada comprensión de este proceso (Thomas 
and Cookson, 2009). 

 

1.5.- Dinámica mitocondrial y enfermedades neurodegenerativas 

Aunque las mitocondrias son organelas críticas para todas las células, las neuronas son 
extremadamente sensibles a alteraciones en su normal función mitocondrial. Las neuronas son 
células altamente especializadas con largos procesos que presentan una alta actividad que 
incluye la transducción de la señal intercelular a través de la liberación de los 
neurotransmisores desde las sinapsis (Chen and Chan, 2006). Además de suplir 
energéticamente, las mitocondrias también tienen un papel crítico en la plasticidad sináptica a 
través del mantenimiento de la homeostasis de calcio (Li et al., 2004b). 

Así pues, la habilidad de las mitocondrias para fusionarse, dividirse y migrar a través 
de los procesos neuronales es particularmente importante y alteraciones en estos procesos, 
directamente a través de mutaciones en las proteínas implicadas, o indirectamente afectando 
los procesos que regulan la dinámica mitocondrial, son causa de una serie de enfermedades 
neurodegenerativas (Figura 10) (Frank, 2006; Kwong et al., 2006; Mandemakers et al., 2007; 
Chen and Chan, 2009; Han et al., 2010; Palmer et al., 2011b; Schon and Przedborski, 2011). 

Figura 10: Defectos en la dinámica 
mitocondrial que conllevan a una 
disfunción neuronal. (A) En 
neuronas wild-type, las mitocondrias 
viajan grandes distancias desde el 
cuerpo celular hacia las dendritas y 
terminal axónicos, donde juegan 
importantes papeles en la producción 
de ATP y la homeostasis del calcio. 
(B) En ausencia de fusión, la 
población mitocondrial se fragmenta 
y una porción muestra defectos 
ultraestructurales y disfunción (rojo). 
Las mitocondrias secundariamente 
acumularan defectos que impedirán 
la correcta distribución hacia la 
periferia. (C) En ausencia de fisión, 
la población mitocondrial es 
excesivamente alargada e 

interconectada, y una parte muestra disfunción (rojo). Estas mitocondrias forman un cluster en el soma celular y 
no son eficientemente transportadas hacia la periferia. (D) Defectos en el transporte mitocondrial impiden de una 
correcta distribución de las mitocondrias hacia la periferia. (E) En ausencia de mitofagia, mitocondrias dañadas 
(rojo) se acumulan en la neurona. Adaptación: (Chen and Chan, 2009). 

 

1.5.1.- Charcot Marie Tooth 

La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT) comprende un grupo heterogéneo de 
neuropatías periféricas con un fenotipo clínico bastante uniforme. Su clasificación en función 
del patrón de herencia, la intensidad de sus síntomas o la mutaciones de los genes implicados 
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en su desarrollo, hacen que tenga una clasificación complicada y que se actualiza 
constantemente en función de nuevos descubrimientos (Shy, 2004; Casasnovas et al., 2008; 
Schon and Przedborski, 2011). 

CMT2A esta asociado a mutaciones en el gen de Mfn2 (Zuchner et al., 2004; Kijima et 
al., 2005; Lawson et al., 2005; Detmer et al., 2008) sobretodo relacionadas con su dominio 
GTPasa, esenciales para llevar a cabo la fusión mitocondrial. CMT2A es una neuropatía que 
afecta a nervios sensoriales y motores de las extremidades, sin embargo, diferentes fenotipos 
han sido hallados en función de la mutación encontrada (Chung et al., 2006; Verhoeven et al., 
2006; Banchs et al., 2008; Brockmann et al., 2008; Del Bo et al., 2008), incluyendo la 
afectación del nervio óptico (Zuchner et al., 2006). 

Además de Mfn2, los genes que codifican para la kinesina KIF1B, asociada a CMT2A 
(Zhao et al., 2001) y GDAP1 asociado a CMT4A (Pedrola et al., 2005), codifican para 
proteínas relacionadas con la dinámica mitocondrial que también están afectadas en esta 
enfermedad. 

 

1.5.2.- Atrofia Óptica Dominante 

La Atrofia Óptica dominante (DOA) es conocida como la neuropatía óptica hereditaria 
más común y que representa una degeneración de la capa de células ganglionares, con la 
consiguiente atrofia del nervio óptico (Alexander et al., 2000; Delettre et al., 2000; Delettre et 
al., 2002). Mutaciones en el gen OPA1 han sido asociadas a esta enfermedad y los pacientes 
muestran alteraciones en la distribución mitocondrial y a nivel funcional, una disminución de 
la respiración celular, una baja tasa de proliferación y una alta tasa de apoptosis (Olichon et 
al., 2003).  

Al igual que CMT, DOA presenta una variación considerable en el examen clínico, 
incluyendo una neuropatía periférica sensorial y motora, lo que indica una compleja 
correlación genotipo-fenotipo (Toomes et al., 2001; Amati-Bonneau et al., 2008; Hudson et 
al., 2008). En estas dos enfermedades, la patofisiología no está completamente establecida, si 
bien está claro que la disfunción mitocondrial es el origen de la alteración.  

 

1.5.3.- Enfermedad de Alzheimer 

La enfermedad de Alzheimer (AD) es el desorden neurodegenerativo más común, 
caracterizado por la formación de ovillos de neurofibrillas y placas de �-amiloide, con una 
consiguiente perdida sináptica y muerte neuronal (Selkoe, 2002). Como rasgos característicos 
de la AD también se ha descrito una mala función mitocondrial, alteración en la homeostasis 
del calcio y una elevada producción de especies reactivas de oxígeno en las mitocondrias 
(Beal, 2005; Santos et al., 2010b), que evidencian un “link” entre la AD y el correcto 
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funcionamiento de estas organelas. 

Además, en los cerebros de pacientes de AD, se encuentran alteraciones en las crestas 
mitocondriales y una disminución del tamaño mitocondrial (Baloyannis, 2006), con los 
niveles de las proteínas Drp1, OPA1, Mfn 1/2 significantemente disminuidos y los niveles de 
hFis1 aumentados, que resultan en un colapso de la red mitocondrial, en la reducción del 
número de mitocondrias en los procesos neuronales y en una menor formación de espinas 
dendríticas (Wang et al., 2008a; Wang et al., 2008b; Wang et al., 2009b). La inflamación de 
los axones en un estadio temprano de la enfermedad, también provoca una acumulación de las 
mitocondrias que se ha visto que puede contribuir a la perdida de las sinapsis (Stokin et al., 
2005), lo que sugiere que una disminución del transporte axonal mitocondrial puede ser uno 
de los primeros síntomas detectables en la AD. 

La formación de oligómeros de �-amiloide también regulan la morfología 
mitocondrial, incrementando la producción de ácido nítrico y consiguiente S-nitrosilación de 
Drp1, con un aumento de la fragmentación mitocondrial (Dorheim et al., 1994; Barsoum et 
al., 2006; Cho et al., 2009; Nakamura et al., 2010). Recientemente también se ha descrito que 
Cdk5, que actúa como un importante mediador de la patogénesis de la AD (Tsai et al., 2004; 
Gong and Iqbal, 2008), puede actuar también como mediador de la fisión mitocondrial 
(Meuer et al., 2007; Sun et al., 2008). Todas estas evidencias sugieren una probable 
participación secundaria de la dinámica mitocondrial en la AD. 

 

1.5.4.- La enfermedad de Parkinson 

La enfermedad de Parkinson (PD) está causada por la perdida de las neuronas 
dopaminérgicas en la sustancia negra, región importante para la regulación del control motor. 
Varias son las evidencias que sugieren un papel relevante de las mitocondrias asociado a la 
PD, entre las que se encuentran mutaciones en dos genes responsables de la mitofagia, PINK1 
y parkina (Dodson and Guo, 2007; Bueler, 2009; Van Laar and Berman, 2009; Winklhofer and 
Haass, 2010). Además, la deficiencia de alguna de estas dos proteínas ha sido relacionada con 
una reducción de la viabilidad neuronal, aparición de defectos en la funcionalidad y 
morfología mitocondrial (Palacino et al., 2004; Gautier et al., 2008; Wood-Kaczmar et al., 
2008), que pone de relieve la importancia de la mitofagia en la aparición de las enfermedades 
neurodegenerativas (Batlevi and La Spada, 2010). 

Consistente con esto, el excesivo daño mitocondrial ha sido asociado a la PD 
(Schapira, 2008), y deleciones en el mtDNA se acumulan con la edad y más comúnmente en 
la sustancia negra (Bender et al., 2006; Kraytsberg et al., 2006), lo que sugiere que la PD 
puede ser provocada por la acumulación de daño mitocondrial, ya sea por estrés excesivo o 
por fallos en el proceso de eliminación de las mitocondrias dañadas por mitofagia. 
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1.5.5.- La enfermedad de Huntington 

La enfermedad de Huntington (HD) es un desorden neurodegenerativo con herencia 
autonómica dominante, causada por una expansión de repeticiones CAG entre el gen de la 
huntingtina (Htt) (Andrew et al., 1993; Walker, 2007). Anormalidades en las mitocondrias, 
como una disminución del transporte y cambios en la ultraestructura mitocondrial, se han 
observado en ensayos in vitro e in vivo (Chang et al., 2006b; Bossy-Wetzel et al., 2008; Sack, 
2010). Más importante aun, fragmentos de Htt han sido asociados con mitocondrias alterando 
el transporte asociado con microtúbulos hacia y desde las sinapsis (Orr et al., 2008), lo que 
concuerda con la posible interacción con la proteína de la maquinaria de transporte Milton 
(Stowers et al., 2002) y con la interacción de la forma mutante con las proteínas motoras 
kinesina y dineina (Trushina et al., 2004). Además, el silenciamiento de la forma endógena de 
Htt también afecta el transporte mitocondrial, lo cual puede explicar los defectos en el 
transporte de las mitocondrias por el reclutamiento de la Htt mutante por la maquinaria de 
transporte mitocondrial (Trushina et al., 2004). 

La expresión de Htt mutante también produce cambios en la morfología mitocondrial, 
aumentando los niveles de los mediadores Drp1 y Fis1 y disminuyendo los de Mfn 1/2 y 
OPA1 (Shirendeb et al., 2011), lo que conlleva a un incremento de la fragmentación y la 
alteración de las crestas mitocondriales. Además, se ha descrito la interacción de la Htt 
mutante con Drp1 que producen un aumento de su actividad GTPasa, oligomerización (Song 
et al., 2011) y un incremento en la defosforilación de Drp1 a través de calcineurina (Costa et 
al., 2010) y consiguiente traslocación a la mitocondria. Estos efectos en el transporte y la 
morfología pueden ser rescatados por la sobreexpresión de un dominante negativo de Drp1 
(Drp1K38A) o Mfn2 (Wang et al., 2009a; Song et al., 2011) que evidencian la importancia de 
estas proteínas como nuevas dianas terapéuticas en la HD. 

 

1.5.6.- Paraplegia espástica hereditaria 

La Paraplegia espástica hereditaria (HSP) pertenece a un grupo genéticamente 
heterogéneo de desordenes neurológicos caracterizados por una debilidad progresiva y 
espasticidad en las extremidades inferiores. Se han identificado un gran número de loci que 
han sido asociados con esta enfermedad (Schon and Przedborski, 2011), algunos de los cuales 
codifican para proteínas mitocondriales o que se ha visto alteran la función mitocondrial 
(McDermott et al., 2003b). 

 Varios de los genes asociados con la HSP, han sido descritos por alterar el transporte y 
la morfología mitocondrial, indicando una implicación de la dinámica de estas organelas en el 
desarrollo de la enfermedad. A través de modelos animales, se ha descrito que tanto 
paraplegina, una metaloproteasa mitocondrial (Atorino et al., 2003; Ferreirinha et al., 2004), 
como la espastina, principal causante de la HSP y reguladora de la organización de los 
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microtúbulos (McDermott et al., 2003a; Kasher et al., 2009), impiden el transporte axonal de 
las mitocondrias, siendo estos cambios detectables antes de la aparición de la inflamación y 
degeneración axonal. Paraplegina además, también se ha relacionado con el procesamiento de 
OPA1 y consiguientemente con la alteración de la morfología mitocondrial (Ishihara et al., 
2006). Mutaciones en el gen KIF5A, kinesina asociada con el transporte mitocondrial a través 
de microtúbulos, también se han encontrado en pacientes con HSP (Ebbing et al., 2008) y 
CMT (Crimella et al., 2011), lo que pone de relieve la heterogeneidad y la importancia de la 
dinámica mitocondrial en estas enfermedades. 

 

1.5.7.- Nuevo caso asociado a Drp1 

Además de las enfermedades descritas anteriormente, la mutación en un gen de la 
maquinaria de la morfología mitocondrial, Drp1, también ha sido descrita como causante de 
defectos en la fisión mitocondrial y de los peroxisomas de una paciente que presentaba un 
síndrome neuropático muy severo, con microcefalia, desarrollo cerebral anormal, atrofia 
óptica e hipoplasia y que fue letal a los 37 días de edad (Waterham et al., 2007). Esta 
mutación se encuentra en el dominio responsable de la tetramerización de Drp1, afectando el 
reclutamiento mitocondrial o la retención (Chang et al., 2011), actuando directamente sobre la 
fisión mitocondrial. 

El hecho que Drp1 ha sido asociada en diferentes enfermedades neurodegenerativas 
(Reddy et al., 2011), la severidad de los síntomas corroborada por modelos animales knock-
out (Ishihara et al., 2009; Wakabayashi et al., 2009) y los pocos casos descritos de una 
degeneración similar, sugieren que defectos en la fisión mitocondrial tienen peores 
consecuencias que las causadas por defectos en la fusión, posiblemente afectando al correcto 
transporte mitocondrial e impidiendo una correcta segregación de los componentes dañados 
en la mitocondria para su mitofagia (Figura 10). 
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2.- Vías de señalización a través de Wnts 

 
2.1.- Introducción 

Las proteínas Wnt, representan una gran familia de proteínas secretables, constituida 
por 19 miembros identificados actualmente en humanos, y que se encuentran altamente 
conservadas a lo largo de la evolución (Nusse, 2001; Prud'homme et al., 2002).  Esta nueva 
familia de proteínas, está ampliamente descrita por estar implicada en vías de señalización 
que juegan un papel fundamental en una gran variedad de procesos que incluyen: patrón 
celular, proliferación, diferenciación, orientación, adhesión, supervivencia y apoptosis (Nusse 
and Varmus, 1982; Wodarz and Nusse, 1998; Smalley and Dale, 1999; Patapoutian and 
Reichardt, 2000; Chong and Maiese, 2004; Nelson and Nusse, 2004; Nusse, 2005; Li et al., 
2006; van Amerongen and Nusse, 2009). 

La diversidad de los genes Wnt, ya presente en los Cnidarios (Guder et al., 2006), no 
solo indica un origen temprano en la evolución, sino también que ha permanecido esencial 
para el correcto desarrollo de los animales multicelulares. Esta complejidad, también se 
encuentra en los receptores de 7 segmentos transmembrana Frizzled (Fz) (hasta 10 tipos 
diferentes se han encontrado en mamíferos), con un lugar de unión para las proteínas Wnt en 
forma de un dominio rico en cisteina (CRD) (Bhanot et al., 1996; Wang et al., 2006).  

Además de las proteínas Wnt y sus receptores transmembrana Fz, otros componentes 
de la transducción de la señal, fueron identificados en posteriores estudios en Drosophila y 
funcionalmente caracterizados por experimentos epistáticos. Los homólogos en mamíferos de 
estos componentes, incluyen los efectores Dishevelled (Dvl), la kinasa de la glucógeno sintasa 
3 (GSK3�), �-catenina y el factor celular T (TCF) (Peifer et al., 1991; Noordermeer et al., 
1994; Siegfried et al., 1994; Sussman et al., 1994; Dominguez et al., 1995; Sokol et al., 1995; 
Brunner et al., 1997; van de Wetering et al., 1997) y que configuran lo que actualmente se 
conoce como la vía canónica de Wnt o de Wnt/�-catenina. Además de ésta, otras vías 
asociadas a las proteínas Wnts fueron descritas, como la vía de Wnt/Ca2+, que conlleva un 
aumento del calcio intracelular (Slusarski et al., 1997b; Kuhl et al., 2000a; Kuhl et al., 2000b), 
o la vía Wnt/PCP (“planar cell polarity”), implicada en procesos que controlan los 
movimientos de extensión convergentes durante el desarrollo de los vertebrados (Heisenberg 
et al., 2000; Tada and Smith, 2000). Éstas fueron denominadas en conjunto vías “no-
canónicas” de Wnt y necesitarían de nuevos efectores para la transducción de la señal. 

La transducción de Wnt-Fz controla varios procesos durante el desarrollo y la 
maduración del sistema nervioso central (Augustine et al., 1993; Ikeya et al., 1997; Salinas, 
1999; Wheeler and Hoppler, 1999; Melton et al., 2004), cardiovascular (Park et al., 1996; 
Wheeler and Hoppler, 1999; van Gijn et al., 2001) y de las extremidades (Kengaku et al., 
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1997), y el mal funcionamiento en estas vías conlleva a alteraciones en la morfogénesis en 
modelos animales (Stark et al., 1994; Ikeya et al., 1997; Liu et al., 1999a) y a defectos 
congénitos en humanos (Jordan et al., 2001; Rodova et al., 2002; Niemann et al., 2004). En 
tejidos maduros, estas vías están asociadas a la renovación de las células madre y el 
mantenimiento de muchos tejidos y, además, su desregulación frecuentemente esta asociada a 
canceres y enfermedades degenerativas, que ponen de relevancia la importancia de la vías de 
señalización asociadas a Wnts. 

 

2.1.1- Las proteínas Wnt y sus receptores 

Desde su descubrimiento, se ha intentado agrupar los diferentes Wnts en clases a las 
que se les pudieran asignar actividades específicas. Como resultado, las proteínas Wnt 
originalmente fueron divididas en dos clases funcionales, “canónicas” y “no-canónicas”, 
dependiendo de su habilidad para inducir la formación de un eje corporal secundario en 
embriones de Xenopus (McMahon and Moon, 1989; Smith and Harland, 1991; Sokol et al., 
1991; Moon et al., 1993) o por causar la transformación morfológica de las células mamarias 
de ratón C57MG (Wong et al., 1994), ambas alteraciones asociadas a un incremento en la 
actividad transcripcional de �-catenina (Shimizu et al., 1997). 

Así, los miembros canónicos de Wnt, serían inductores de un eje corporal secundario 
en Xenopus y de transformar morfológicamente las células C57MG a través de la activación 
de �-catenina, e incluirían a Wnt1, Wnt2, Wnt3, Wnt3a, Wnt8 y Wnt8a. Al contrario, los Wnts 
no-canónicos Wnt4, Wnt5a, Wnt5b, Wnt6, Wnt7a y Wnt11 no podrían inducir la formación 
del eje secundario en Xenopus y tendrían poco efecto en la morfología de las células C57MG. 
Estos últimos, a través de su unión a los receptores Fz, podrían activar proteínas G 
heterotriméricas e incrementar los niveles intracelulares de Ca2+ o pueden inducir cambios en 
el citoesqueleto de actina de forma dependiente de Rho. 

Las proteínas Wnt, para activar las cascadas de señalización canónica y no-canónica se 
unen en la superficie celular con los receptores transmembrana Frizzled, que consisten al 
menos en 10 miembros de esta familia y que comparten unas mismas características que 
incluyen un dominio de unión a las proteínas Wnt (CRD) y siete dominios transmembrana 
altamente conservados (Vinson et al., 1989; Adler et al., 1990; Wang et al., 1996; Hsieh, 2004; 
Schulte and Bryja, 2007). La especificidad de la unión de los diferentes Wnts con sus 
receptores Frizzled ha sido poco estudiada (Takada et al., 2005) y la activación de estas vías 
de señalización se ha demostrado más compleja con la participación de varios co-receptores y 
de nuevos receptores (Kikuchi et al., 2007). 

Así, la proteína LRP5/6 (Low-density lipoprotein receptor-related protein) con un solo 
paso transmembrana (Pinson et al., 2000; Tamai et al., 2000; Wehrli et al., 2000; Mao et al., 
2001) ha sido descrita como indispensable para la acumulación de �-catenina después de la 
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estimulación de Wnt, indicando que estos co-receptores son importantes para la vía de 
señalización canónica de Wnt (Tolwinski et al., 2003; Tamai et al., 2004; Bilic et al., 2007; 
Zeng et al., 2008).  

Nuevas proteínas de la familia de los receptores tirosina kinasas (RTKs) han sido 
descritos por actuar como co-receptores o incluso por ser capaces de transmitir la señal de 
forma independiente de Frizzled. Los receptores tirosina kinasas (RTKs) de un solo paso 
transmembrana Ryk y Ror parecen funcionar como auténticos receptores para las proteínas 
Wnt, mediante la interacción a través del dominio Wif (Wnt inhibitory factor) en el caso de 
los receptores Ryk (Inoue et al., 2004; Lu et al., 2004) y por los dominios CRD en el caso de 
los receptores Ror (Forrester et al., 2004; Green et al., 2007). 

Además, las proteínas G heterotriméricas también se han visto implicadas en ambas 
vías de señalización de Wnt, lo que concuerda con la secuencia proteica de Frizzled, 
altamente relacionada con los receptores acoplados a proteína G (GPCR) e incrementando la 
complejidad de la cascada de señalización (Wang and Malbon, 2004; Katanaev, 2010; Koval 
et al., 2011). Varios estudios describen la importancia de las proteínas G en las vías de 
señalización canónica (Liu et al., 1999b; Liu et al., 2001; Katanaev et al., 2005; Liu et al., 
2005a; Egger-Adam and Katanaev, 2010) y no-canónica (Slusarski et al., 1997a; Slusarski et 
al., 1997b; Liu et al., 1999c; Wang and Malbon, 2003). 

A la luz de los nuevos descubrimientos con la participación de estos co-receptores y de 
nuevos receptores, así como su diferente participación en las vías de señalización de Wnt, 
hacen incongruente referirse a un determinado Wnt como canónico o no canónico y parece ser 
que esta diferenciación es dependiente del contexto celular y de su interacción con estos co-
receptores (Bejsovec, 2005; Grumolato et al., 2010; Verkaar and Zaman, 2010). Así, han sido 
ya varios los Wnts en los que se ha demostrado su participación en ambas vías de 
señalización, tales como Wnt3a (Samarzija et al., 2009), Wnt4 (Lyons et al., 2004),  Wnt5a 
(He et al., 1997; Holmen et al., 2002; Mikels and Nusse, 2006) o Wnt11 (Tao et al., 2005; Cha 
et al., 2008). 

En el caso de los diferentes receptores, este comportamiento dual también ha sido 
comprobado. Secuencias en el C-terminal de Frizzled habían sido implicadas en el 
establecimiento de la vía de señalización en Drosophila (Boutros et al., 2000). Sin embargo 
ahora hay varios ejemplos demostrando que un mismo receptor puede actuar en ambas vías de 
señalización, como es el caso de XFz7 (Medina et al., 2000; Sumanas et al., 2000; Sumanas 
and Ekker, 2001; Munoz et al., 2006) o Fz2 (Verkaar et al., 2009; Sato et al., 2010). Esta 
también es la situación para: LRP6, co-receptor que parecía ser un prerrequisito para inducir 
la vía canónica (Tamai et al., 2000; Wehrli et al., 2000) y que recientemente ha sido implicado 
en los movimientos de extensión convergentes y en el establecimiento de la polaridad en los 
tejidos en vertebrados, características de las vías no-canónicas (Tahinci et al., 2007; Bryja et 
al., 2009); los RTKs como Ryk (Cheyette, 2004; Bejsovec, 2005; Fradkin et al., 2010) o Ror2 
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(Oishi et al., 2003; Billiard et al., 2005; Li et al., 2008a; Winkel et al., 2008). Estos ejemplos 
hacen que, al igual que las proteínas Wnts, los receptores y co-receptores no puedan ser 
estrictamente divididos en clases con una actividad específica, siendo probablemente muchas 
de las respuestas observadas dependientes del estadio celular y específicas de tejido. 

 

2.2.- Vía de señalización canónica 

La vía canónica está considerada la vía más frecuente de señalización de las proteínas 
Wnt y de la que primero fueron identificados sus componentes. Es también llamada la vía 
dependiente de Wnt/�-catenina o la vía de Wnt/�-catenina debido a que regula los niveles de 
la proteína �-catenina para controlar la transcripción de los genes diana de Wnt. 

�-catenina es una proteína de unos 92 Kda que tiene en su secuencia 12 repeticiones 
en tándem del dominio armadillo (arm). Este dominio está formado por unos 42 aminoácidos 
y consta de 3 alfa-hélices. El plegamiento conjunto de los sucesivos dominios arm forma una 
estructura tridimensional muy conservada que ofrece una superficie amplia para la interacción 
proteína-proteína (Huber et al., 1997; Daniels et al., 2001). Las proteínas con estos dominios 
se han involucrado en procesos de señalización intracelular y a funciones asociadas a 
citoesqueleto (Peifer et al., 1994). 

En ausencia de Wnt, �-catenina está asociada con el complejo de proteínas de GSK3�, 
CKI�, Axina y la proteína supresora de tumores APC (adenomatous polyposis coli) entre otros 
y es fosforilada conllevando a su ubiquitinización y subsiguiente degradación por el 
proteosoma (Aberle et al., 1997; Hart et al., 1999; Latres et al., 1999; Winston et al., 1999; Su 
et al., 2008) (Figura 11). Como resultado, �-catenina no puede ser translocada al núcleo y 
activar la transcripción de los genes diana. En ausencia de �-catenina en el núcleo, las 
proteínas TCF (T-cell factor) y Lef (lymphocitye enhancer factor) están asociados con 
inhibidores transcripcionales tales como Groucho (Cavallo et al., 1998; Roose et al., 1998). 

En presencia de las proteínas Wnt, estas se unen a los receptores Frizzled y activaran 
la vía canónica solo en presencia del co-receptor LRP5/6 (Pinson et al., 2000; Wehrli et al., 
2000; Mao et al., 2001) formándose un complejo trimolecular. La formación de este complejo, 
mediará la degradación de Axina (Mao et al., 2001) y permitirá el reclutamiento de Dvl, una 
fosfoproteína citoplasmática multifuncional, que traduce inicialmente la señal en las vías de 
señalización canónicas y no canónicas (Axelrod et al., 1998; Boutros et al., 1998; Boutros and 
Mlodzik, 1999). 

En mamíferos existen 3 miembros de esta familia presentes en todos los órganos y que 
median la señalización de la vía canónica de Wnt de forma diferencial (Lee et al., 2008). 
Están constituidos por 3 dominios altamente conservados que incluyen un dominio N-
terminal DIX (por Dishevelled y Axina), un dominio central PDZ (Postsynaptic density-95, 
Discs-large and Zonula occludens-1) y un C-terminal DEP (Dishevelled, Egl-10 and 
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Pleckstrin) (Wharton, 2003; Habas and Dawid, 2005). A nivel de Dvl, la vía de señalización 
de Wnt puede ser separada en 3 diferentes cascadas dependientes de los 3 dominios altamente 
conservados de Dvl (Boutros et al., 1998; Moriguchi et al., 1999; Sheldahl et al., 2003; 
Montcouquiol et al., 2006; Gao and Chen, 2010). Además, Dvl también es translocada al 
interior del núcleo, lo que se ha revelado esencial para la vía de señalización canónica de Wnt 
(Itoh et al., 2005; Weitzman, 2005; Yokoyama et al., 2007; Gan et al., 2008). 

Posterior al reclutamiento de Dvl por el complejo Wnt-Frizzled-LRP5/6, se produce la 
fosforilación por la caseína kinasa I� (CKI�) (Bryja et al., 2007) para formar un complejo con 
Frat1 e inhibir la actividad de GSK3� (Ikeda et al., 1998; Papkoff and Aikawa, 1998; Lee et 
al., 1999; Kishida et al., 2001; Lee et al., 2001), lo que impide la fosforilación de �-catenina y 
su subsiguiente degradación. �-catenina se acumula entonces en el citoplasma y es 
translocada al núcleo (Cavallo et al., 1998; Ikeda et al., 1998; Roose et al., 1998; Akiyama, 
2000), donde formará complejos con los miembros de la familia de factores de transcripción 
TCF/Lef, activándolos y permitiendo la transcripción y expresión de una variedad de genes 
diana de Wnt (Novak and Dedhar, 1999; Macdonald et al., 2007)(Figura 11). 

Figura 11: Una visión general de la señalización 
canónica de Wnt. (A) En células no expuestas a Wnt, 
�-catenina se asocia y es fosforilada por el complejo 
de destrucción compuesto por Axina, APC y GSK3 y 
la �-catenina fosforilada es objeto de degradación. Al 
mismo tiempo, los genes diana de Wnt se encuentran 
reprimidos por la asociación de TCF con Groucho. (B) 
La unión de Wnt con los receptores Frizzled y LRP 
induce la fosforilación de LRP y el reclutamiento de 
axina. Dvl es también fosforilado, y el complejo 
Axina-APC-GSK3 es inhibido, permitiendo la 
acumulación de �-catenina citosólica. La �-catenina se 
acumula y es translocada al núcleo, donde reemplaza a 
Groucho, uniéndose a TCF y activando los genes 
diana. Adaptación: (Gordon and Nusse, 2006). 

 

Además de su papel como interruptor transcripcional en la vía de Wnt, �-catenina 
forma parte de las uniones adherentes, en las que se conectan los citoesqueletos de actina de 
células vecinas a través de la unión homotípica de miembros de la familia de las cadherinas 
(Yap et al., 1997). La �-catenina citosólica forma complejos con la cadherina y �-catenina, 
funcionando como un adaptador para unirse al citoesqueleto de actina (Jamora and Fuchs, 
2002; Nelson and Nusse, 2004). Esta asociación puede secuestrar o liberar �-catenina al pool 
citosólico, responsable de activar la vía canónica de Wnt (Fagotto et al., 1996; Sadot et al., 
1998; Simcha et al., 1998; Ilyas, 2005), lo cual se ha visto es regulado dependiendo del estado 
de fosforilación de la misma (Nelson and Nusse, 2004). La función de �-catenina en las 
uniones adherentes y en la vía de señalización canónica de Wnt la convierten en un excelente 
candidato a mediar la coordinación entre la dinámica de la adhesión celular y la activación de 
los programas genéticos, necesaria para muchos procesos como diferenciación, migración o 
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cambio de identidad celular. 

Es también importante destacar que en la vía canónica de Wnt se han descrito gran 
número de reguladores de la actividad transcripcional. Así, además de GSK3�, otras muchas 
kinasas y fosfatasas han sido implicadas en la estabilización/degradación de �-catenina, entre 
ellas PKC (Orford et al., 1997; Chen et al., 2000; Gwak et al., 2006), CKI� (Liu et al., 2002), 
CK2 (Song et al., 2000; Song et al., 2003) y PP2A (Su et al., 2008) ; o regulando su 
translocación al núcleo como Rac1 (Wu et al., 2008b) y también otros receptores como c-
RON y cErbB2 (Bonvini et al., 2001; Danilkovitch-Miagkova et al., 2001; Graham and 
Asthagiri, 2004), factores de crecimiento como IGFs (Insulin-like growth factors) (Playford et 
al., 2000), EGF (Chen et al., 2000) o kinasas unidas a integrinas (D'Amico et al., 2000) se han 
descrito como moduladores de la vía canónica de Wnt. 

 

2.3.- Vías de señalización no-canónicas 

Las vías no-canónicas de Wnt, 
consisten principalmente en dos cascadas de 
señalización denominadas Wnt/PCP (planar 
cell polarity) y Wnt/Ca2+ en las que 
nuevamente es el contexto celular el que 
determinará la vía que se activará (Bryja et 
al., 2008). 

En la vía Wnt/PCP, dos complejos 
antagónicos están localizados en lados 
opuestos de cada célula, Fz-Dvl-Diversina y 
Stbm (Strabismus, Vangl en vertebrados)-
prickle (Pk) (Bastock et al., 2003; Veeman 
et al., 2003b) y mientras que diversina 
promueve la activación de Dvl y compite 
por su unión con Pk (Jenny et al., 2005; 
Moeller et al., 2006; Wu et al., 2008a), Pk 
antagoniza la actividad de Dvl impidiendo 
su localización en la membrana (Tree et al., 
2002). En presencia de las proteínas Wnt, 
estas se unen a los receptores Frizzled en la 
membrana celular, interaccionando y 
promoviendo la activación de Dvl y de 
Daam1 (Dvl associated activator of 
morphogenesis 1) (Liu et al., 2008). Esta 

Figura 12: Resumen esquemático de la vía de 
señalización Wnt/PCP. Fz y Stbm actúan 
antagónicamente sobre Dvl para promover la polaridad 
planar. Wnt se une a Fz para activar Dvl y Daam1, lo 
cual permite la activación de las GTPasas pequeñas 
Rho y Rac1 a través de los dominios DEP y PDZ de 
Dvl. La activación de las GTPasas pequeñas promueve 
la activación de las kinasas ROCK y JNK que a través 
de la fosforilación de proteínas asociadas al 
citoesqueleto promoverá su reorganización. 
Adaptación: (Kim and Han, 2005). 
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interacción permitirá la formación de complejos con las GTPasas pequeñas Rho/Rac (Habas 
et al., 2001; Habas et al., 2003; Zhu et al., 2006) que a su vez activarán a la kinasa ROCK 
(Marlow et al., 2002; Kishida et al., 2004; Kim and Han, 2005) y la kinasa N-terminal Jun 
(JNK) (Moriguchi et al., 1999; Weston and Davis, 2002), conllevando a una regulación de la 
organización del citoesqueleto y a la expresión de genes (Figura 12). 

Por otra parte, en la vía de calcio de Wnt, estos se unen a los receptores Frizzled, 
activando varios procesos celulares a través de Dishevelled (Sheldahl et al., 2003) y de la 
estimulación de las proteínas G heterotriméricas (Slusarski et al., 1997b). Esta activación, 
conllevará finalmente a un incremento de los niveles intracelulares de calcio, a través de la 
producción de los mediadores IP3 y DAG por la fosfolipasa C (PLC) y a un aumento en la 
actividad de la fosfodiesterasa (PDE) específica de la guanosina cíclica monofosfato (cGMP), 
con la consiguiente disminución de los niveles de cGMP (Ahumada et al., 2002; Wang et al., 
2004; Ma and Wang, 2006). Estos procesos activaran la CAMKII (Ca2+ - calmodulin-
dependent protein kinase II) (Kuhl et al., 2000a), la calcineurina y la proteína kinasa C (PKC) 
(Sheldahl et al., 1999; Kohn and Moon, 2005) aumentando así la expresión específica de 
genes a través de NFAT y otros factores de transcripción (Kuhl et al., 2000b; Saneyoshi et al., 

2002; Veeman et al., 2003a; Wang 
and Malbon, 2003; Kuhl, 2004; De, 
2011) (Figura 13). 

Además de las vías hasta 
ahora descritas, las proteínas Wnt 
también activan otras cascadas de 
señalización consideradas como no 
canónicas (Semenov et al., 2007; Gao 
and Chen, 2010). Entre ellas figuran: 
la vía Wnt/RAP1 (Tsai et al., 2007) 
por la cual Wnt8 conlleva a la 
activación de RAP1 y por la cual 
regula el citoesqueleto de actina y la 
adhesión celular durante la 
gastrulación de los vertebrados; la vía 
Wnt/PKA (Chen et al., 2005a), 
implicada en la miogénesis de ratón y 
donde Wnt1 y Wnt7a activan la 
proteína kinasa A (PKA), el factor de 
transcripción CREB y la expresión de 
genes en el músculo; la vía Wnt-
GSK3-MT (Hall et al., 2000; Orme et 

Figura 13: Señalización Wnt-Ca2+ vía Frizzled. La unión de 
Wnt5a actúa el receptor Rfz2 (Rat Frizzled-2), conllevando a la 
activación de las proteínas G (compuestas por las subunidades 
G� y G�/�). G� activa entonces la PDE, que produce una 
disminución de la concentración intracelular de cGMP. Las 
subunidades G�/� activan la fosfolipasa PLC�, que hidroliza el 
fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato a inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3) 
y diacilglicerol (DAG). El IP3 cataliza la liberación de las 
reservas de Ca2+ intracelular activando la kinasa CAMKII y la 
fosfatasa Calcineurina (Calcn). El DAG activa PKC 
directamente. Tanto PKC como Calcn influencian directa y 
indirectamente en la actividad de varios factores de 
transcripción (TFs) como por ejemplo NFAT. Adaptación: 
(Wang and Malbon, 2003). 
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al., 2003; Ciani et al., 2004; Ciani and Salinas, 2007; Salinas, 2007; Purro et al., 2008), que 
regula la remodelación del citoesqueleto a través de un mecanismo independiente de 
transcripción, mediante la inhibición y activación de la fosforilación vía Dvl de GSK3 y JNK 
sobre MAP1B, incrementando la estabilidad de los microtúbulos durante la formación de 
axones y la sinaptogénesis; la vía Wnt/aPKC (Suzuki et al., 2004; Chen et al., 2006b; 
Schlessinger et al., 2007; Zhang et al., 2007) , en la que la señalización de Wnt-Fz induce la 
activación de PKC atípica (aPKC), posiblemente a través de la asociación de Dvl con el 
complejo aPKC/Par3/Par6, regulando MT y consecuentemente la polaridad epitelial y 
neuronal y la migración celular o la vía Wnt/mTOR (Mak et al., 2005; Inoki et al., 2006), en 
la que Wnt inhibe la fosforilación de GSK3 sobre TSC2 (tuberous sclerosis complex 2), 
activando así la regulación transnacional en tumorigénesis de m-TOR (mammalian target of 
rapamycin). 

A diferencia de las vías arriba mencionadas, las proteínas Wnt también pueden activar 
otras cascadas de señalización independientemente de los receptores Fz. Estas cascadas de 
señalización dependen de los receptores Ryk (Lu et al., 2004; Liu et al., 2005b; Bovolenta et 
al., 2006; Schmitt et al., 2006; Fradkin et al., 2010), que median la repulsión de axones, la 
migración celular, el crecimiento de neuritas y la activación de TCF, y los receptores Ror2 
(Schambony and Wedlich, 2007; Minami et al., 2010; Jung et al., 2011), por los que Wnt5a 
activa la vía PI3K-Cdc42-MKK7-JNK, resultando en la activación de los factores de 
transcripción ATF2 y c-jun y la expresión de PAPC. La interacción de Wnt5a con Ror2 
también promueve el crecimiento del cono axonal a través de la activación de la proteasa 
calpaina (Yang et al., 2011), que también ha sido correlacionada con la motilidad de las 
células de melanoma (Nishita et al., 2006; O'Connell et al., 2010). 

También es importante destacar que varias proteínas “down-stream” de la señalización 
Wnt/Frizzled pueden actuar independientemente con proteínas de otras cascadas celulares, por 
ejemplo, Dishevelled puede regular directamente la actividad de JNK (Li et al., 1999) y 
GSK3� (Boutros et al., 1998) y además, las vías de señalización canónica y no-canónica no 
son totalmente autónomas, sus limites no son astringentes y hay varios grados de 
solapamiento entre ambas, especialmente en lo que se refiere a la antagonización de la vía 
canónica a través de diversas vías no-canónicas (Torres et al., 1996; Ishitani et al., 2003; 
Topol et al., 2003; Weidinger and Moon, 2003; Maye et al., 2004; Liao et al., 2006; Goto et 
al., 2010; Yuan et al., 2011), lo que da una idea de la complejidad del estudio de las vías de 
señalización asociadas a Wnt. 

 

2.4.- Funciones asociadas a las vías de señalización de Wnt  

Las vías de señalización de Wnt son una de las cascadas de señalización centrales en el 
desarrollo temprano de varios sistemas, como el sistema cardiovascular o las extremidades. 
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Recientes estudios también han demostrado que las vías de Wnt juegan un papel importante 
para regular muchos aspectos del desarrollo del sistema nervioso, desde “patterning” hasta la 
regulación de la plasticidad neural (Ciani and Salinas, 2005; Ille and Sommer, 2005; Salinas 
and Zou, 2008; Freese et al., 2010). 

 

2.4.1.- “Patterning” anterior-posterior y desarrollo temprano del encéfalo 

Durante el desarrollo del tubo neural, la inhibición de la vía de señalización canónica 
de Wnt en el extremo rostral es fundamental para la inducción del cerebro anterior.  Debido a 
que los efectos de las proteínas Wnt son dosis dependientes, es necesario el establecimiento 
de un gradiente de Wnt desde el extremo rostral hasta el caudal. Así, los mutantes de 
Zebrafish headless carecen de ojos, cerebro anterior y algunas estructuras del cerebro medio 
debido a la mutación deletérea en Tcf3, un factor de transcripción que reprime la expresión de 
los genes diana de Wnt en los dominios anteriores (Kim et al., 2000).  

Esta menos claro si la inhibición de Wnt es esencial para el desarrollo del cerebro 
anterior en mamíferos, sin embargo, evidencias a partir del ratón mutantes de LRP6 indican 
que gradientes similares pueden ser operativos en, al menos, algunas subregiones del cerebro 
anterior como el tálamo (Zhou et al., 2004a). De manera similar, la sobreexpresión de Wnt8c 
en un modelo de ratón transgénico conlleva a la perdida de cerebro anterior y medio, y  de 
otras estructuras anteriores neurales (Popperl et al., 1997). En la corteza, los ratones mutantes 
para Wnt3a, carecen de hipocampo debido a la inhibición de la proliferación de los 
precursores neurales hipocampales (Lee et al., 2000). En cambio, mutantes para Lef1 y LRP6, 
tienen defectos hipocampales más selectivos y fallan en la producción de neuronas granulares 
en el giro dentado (Galceran et al., 2000; Zhou et al., 2004b). 

La vía canónica de Wnt también juega un papel importante en el desarrollo temprano 
del cerebelo, en concreto Wnt1, que presenta una alta expresión en el istmo y el labio rómbico 
(Wilkinson et al., 1987; Fischer et al., 2007), regulando la proliferación de precursores 
neuronales específicos (Panhuysen et al., 2004) y ratones mutantes para este gen carecen 
completamente o presentan severas malformaciones en el cerebelo (McMahon and Bradley, 
1990; Thomas and Capecchi, 1990; McMahon et al., 1992). En estadios posteriores, la vía 
Wnt/�-catenina también participará en el patterning durante el desarrollo de esta estructura, 
siendo especialmente activa en zona ventricular cerebelar y en las células que de ahí se 
originan (Selvadurai and Mason, 2011). 

 

2.4.2.- “Patterning” dorso-ventral de la médula espinal 

Debido a su bien conocida estructura anatómica y a la sencilla tratabilidad 
experimental, la médula espinal ha sido extensivamente usada como modelo experimental 
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para conocer los mecanismos de 
acción de los morfógenos. El 
“patterning” dorso-ventral (DV) del 
tubo neural esta dictado 
principalmente por las proteínas Shh, 
BMPs, FGFs y Wnts (Ulloa and 
Briscoe, 2007; Ulloa and Marti, 2010) 
(Figura 14). 

Muchas proteínas Wnt están 
expresadas en, o adyacentes a, el tubo 
neural en desarrollo (Parr et al., 1993; 
Hollyday et al., 1995), entre ellos, 
Wnt1 y Wnt3a, que se expresan 
ambos en regiones dorsales del tubo 
neural, han centrado la atención en el 
desarrollo del eje DV inhibiendo la 
vía de señalización Shh/Gli3 
(Alvarez-Medina et al., 2008). Así, 
embriones de ratón mutantes para 
Wnt1 y Wnt3a presentan una pérdida 
o disminución de las tipos celulares 
característicos del tubo neural dorsal 
(Muroyama et al., 2002). Además, 
tanto la pérdida como la ganancia de 
función de �-catenina en progenitores 
neurales conllevan a una regulación 
en la expresión de Olig3, proteína 
crítica para la especificación de 
diferentes subtipos neuronales 

dorsales (Zechner et al., 2007). 

Para dar explicación a estos hechos, un gradiente DV de Wnts, principalmente Wnt1 y 
Wnt3a, ha sido propuesto como organizador del crecimiento de los progenitores neurales 
(Megason and McMahon, 2002). Así, la expresión ectópica de Wnt1 induce un incremento en 
el número de células mitóticas en la médula espinal de embriones de ratón (Dickinson et al., 
1994). Consistente con esto, la expresión de �-catenina constitutivamente activa, en 
embriones de ratón o de pollo, incrementa la proliferación y disminuye la diferenciación, en 
contraste con la sobreexpresión de un dominante negativo para Tcf-4 o con la deficiencia de 
�-catenina (Megason and McMahon, 2002; Zechner et al., 2003; Ille et al., 2007). 

Figura 14: Esquema de una sección de la médula espinal. 
(A) Los neuroprogenitores proliferan desde una zona 
localizada medialmente y adyacente al canal central (CC) en 
una región conocida como zona ventricular (VZ). Las neuronas 
postmitóticas diferenciadas están localizas lateralmente en una 
región conocida como la zona del manto (MZ). Distintos 
subtipos neuronales son generados desde diferentes dominios 
de progenitores colocados a lo largo de un eje dorso-ventral. 
Los dominios individuales de los diferentes progenitores están 
identificados por la expresión de diferentes combinaciones de 
factores de transcripción (mostrado en B). El patrón espacial 
de la expresión de factores de transcripción en los progenitores 
depende de la acción combinada de los gradientes de BMPs, 
Shh y Wnts. N, Notocorda; RP, roof plate; FP, floor plate. 
Adaptación: (Ulloa and Briscoe, 2007). 
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2.4.3.- Desarrollo del neocórtex 

Las neuronas de la placa cortical se originan desde la zona ventricular (VZ), que actúa 
como una zona de precursores multipotentes, que a través de divisiones simétricas y/o 
asimétricas dan lugar a neuronas post-mitóticas (Caviness and Takahashi, 1995; Kriegstein et 
al., 2006). Numerosas evidencias señalan un papel importante de la señalización por Wnt en 
la regulación de la proliferación, salida del ciclo celular y neurogénesis en la VZ del 
neocórtex en desarrollo (Chenn, 2008; Ivaniutsin et al., 2009) (Figura 15).  

Figura 15: Expresión de Wnts, Fzs y actividad de Wnt en 
el córtex cerebral en desarrollo. Los precursores neurales 
residen en la zona ventricular (VZ), y se trata de células 
neuroepiteliales polarizadas unidas por el extremo apical por 
uniones adherentes ricas en �-catenina (rojo). La glía radial 
puede dividirse asimétricamente originando precursores 
intermedios localizados en la zona subventricular o zona 
intermedia (SVZ/IZ) que a través de una división simétrica 
darán lugar a 2 neuronas post-mitóticas que se situaran en la 
placa cortical (CP) (neurogénesis indirecta). Otros 
precursores neuronales también pueden originar neuronas 
postmitóticas a través de divisiones simétricas terminales y/o 
asimétricas (neurogénesis directa). Wnt7a, Fz5 y Fz8 se 
expresan en la VZ, mientras que Wnt7b lo hace en la CP. La 
actividad Wnt/�-catenina esta localizada en la VZ y CP 
(azul). Adaptación: (Chenn, 2008). 

 

 

La sobreexpresión de �-catenina 
constitutivamente activa en la VZ, usando un 
promotor de nestina, produce una expansión 

masiva del córtex cerebral (Chenn and Walsh, 2002), lo que ocurre de manera similar con una 
proteína de fusión �-catenina-Lef1 que también activa los genes diana de la vía canónica 
(Machon et al., 2007), indicando un papel para esta vía de Wnt manteniendo el estado 
proliferativo de los precursores neurales y aumentando su número, posiblemente a través de la 
expresión de genes como N-myc (Kuwahara et al., 2010). Los ensayos con una perdida de 
función selectiva de �-catenina en la VZ también indican un papel de Wnts en el desarrollo 
cortical (Woodhead et al., 2006). En conjunto, estos estudios de ganancia y pérdida de función 
sugieren un papel importante de la vía canónica en el desarrollo radial del córtex cerebral 
manteniendo el fenotipo de progenitor neural, pero no esta claro si este efecto es específico de 
la señalización por Wnt o es debido a una vía de �-catenina, independiente de Wnt, en las 
uniones adherentes (Noles and Chenn, 2007; Zhang et al., 2010c). 

Además, mientras que la vía de Wnt es fuerte en la VZ y es inmediatamente regulada a 
la baja tras la salida de las células a la SVZ/IZ (Mutch et al., 2010), una pequeña parte de las 
neuronas inmaduras que llegan a la placa cortical reinician una fuerte señalización canónica 
de Wnt, regulando su diferenciación (Hirabayashi et al., 2004; Israsena et al., 2004). Este 
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activación de la vía canónica parece producirse ya tempranamente en los progenitores 
intermedios favoreciendo la diferenciación en neuronas (Munji et al., 2011). Uno de los 
primeros estudios describiendo un posible papel de la vía canónica en las decisiones de 
destino celular, es descrito en ratones mutantes para LRP6 que presentan una capa cortical 
mucho más delgada que en ratones salvajes (Zhou et al., 2006). De forma similar, la 
sobreexpresión de �-catenina retrasa la maduración de la glía radial en progenitores 
intermedios mostrando una reducción de las capas superiores de la corteza cerebral (Wrobel et 
al., 2007). Recientes estudios destacan un posible papel del receptor de Wnt Ryk, que a través 
de un procesamiento proteolítico específico, actuaría como un importante regulador de la 
diferenciación neuronal (Lyu et al., 2008).  

La kinasa GSK3, es un regulador principal de varias vías de señalización incluyendo la 
vía de Wnt/�-catenina y también juega un papel muy importante en desarrollo neural a varios 
niveles (Hur and Zhou, 2010), incluyendo el desarrollo del neocórtex donde se ha visto juega 
un papel fundamental. Así, el ratón doble knock-out para GSK3� y GSK3� presenta fenotipos 
similares a los causados por una sobreexpresión de �-catenina incrementando proliferación y 
disminuyendo diferenciación (Kim et al., 2009). Estas evidencias se ven reforzadas por un 
estudio que postula un papel de DISC1 regulando los niveles de �-catenina a través de la 
inhibición de GSK3� y por lo tanto regulando la proliferación de los progenitores neuronales 
(Mao et al., 2009) (Figura 16). Ambos estudios refuerzan el papel de la vía canónica de Wnt 
en el desarrollo de la corteza cerebral donde GSK3 tendría un papel principal. 

Figura 16: Regulación de la 
neurogénesis por DISC1. El 
modelo muestra como DISC1 
puede regular diferentes 
etapas en la neurogénesis en 
el cerebro embriónico de 
ratón. DISC1 inhibe GSK3� 
a través de su dominio N-
terminal, que da lugar a la 
estabilización de �-catenina y 
a la activación de factores de 
transcripción. Estos factores 
promoverán la proliferación 
de los progenitores neurales, 
previniendo su salida 
prematura del ciclo celular y 
la diferenciación neuronal. 
Un candidato de actuar “up-
stream” de GSK3� es la vía 
de señalización de Wnt, que 
regula la autofosforilación de 
GSK3� en la tirosina 216 
(Y216). La actividad de 
GSK3� esta también 
regulada por la fosforilación en el residuo serina 9 (Ser9) por la vía del receptor tirosina kinasa (RTK)-PI3K-
AKT. Drogas antipsicóticas, como litio o SB212763 alteran la actividad de GSK3� por diferentes mecanismos. 
DISC1 también interacciona con otras proteínas, incluyendo NDEL1 (NudE-like 1), Lis-1 (lissencephaly-1), 
PDE4B, FEZ1 y kinesina. Adaptación: (Ming and Song, 2009). 
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2.4.4.- Polaridad neuronal 

Las neuronas maduras están compartimentalizadas en dos dominios distintos 
morfológica y funcionalmente, con múltiples dendritas recibiendo e integrando los inputs 
sinápticos y con un axón liberando los neurotransmisores en las terminales presinápticas. Esta 
compartimentalización es regulada por el proceso de la polaridad neuronal, donde diversos 
factores extracelulares se han visto implicados, entre ellos, varias vías de señalización no-
canónicas de Wnt (Yang and Luo, 2010). 

Los complejos formados por las proteínas Par3, Par6 (partioning defective) y PKC 
atípica (aPKC) han sido descritos por su papel regulando la división celular asimétrica y la 
polaridad celular (Ohno, 2001; McCaffrey and Macara, 2009), así como el desarrollo del axón 
en mamíferos (Shi et al., 2003; Nishimura et al., 2004). En cultivos de neuronas 
hipocampales, aPKC está directamente regulada por Dvl y Wnt5a. La interacción de Dvl con 
la aPKC conlleva a una estabilización y activación de esta última promoviendo la 
diferenciación del axón. Consistente con este modelo, la sobreexpresión o el silenciamiento 
de Dvl1 induce o inhibe, respectivamente, la formación de axones (Zhang et al., 2007). 

La GTPasa pequeña Cdc42 se ha visto esencial promoviendo la polaridad neuronal in 
vitro e in vivo, probablemente actuando “down-stream” de Rap1 (Schwamborn and Puschel, 
2004; Garvalov et al., 2007). Estas proteínas se ha visto están implicadas en la polarizacíón 
neuronal regulando el complejo Par3/Par6/aPKC (Joberty et al., 2000; Lin et al., 2000) y 
también han sido implicadas en la regulación de la gastrulación a través de Wnt (Veeman et 
al., 2003a; Tsai et al., 2007), lo que refuerza el papel de la vía Wnt/Cdc42/aPKC regulando la 
polaridad neuronal (Zhang et al., 2007) donde el silenciamiento de Cdc42 previene la 
diferenciación axonal inducida por Dvl. 

Varios estudios también evidencian el papel de la proteína GSK3� como un importante 
regulador de la polaridad neuronal. La forma inactiva de GSK3� está localizada en el extremo 
de cada neurita antes de la polarización, pero cuando las neuronas comienzan a polarizar, esta 
forma inactiva únicamente permanece concentrada en el terminal axónico, lo cual sugiere que 
la inactivación de GSK3� en el axón en desarrollo es crucial para la polarización (Shi et al., 
2004; Jiang et al., 2005; Yoshimura et al., 2005; Gartner et al., 2006). Así, la inhibición o 
silenciamiento de GSK3� induce la formación de múltiples axones, mientras que la 
sobreexpresión de la forma constitutivamente activa previene la formación del axón (Jiang et 
al., 2005). Además, la inhibición local de GSK3� en neuronas ya polarizadas puede convertir 
un proceso dendrítico en axones (Jiang et al., 2005). 

Muchos de los sustratos de GSK3� están implicados en la polarización neuronal a 
través de la regulación de la dinámica de los microtúbulos tales como CRMP2 (collapsin 
response mediator protein 2) (Inagaki et al., 2001; Yoshimura et al., 2005), APC (Zumbrunn et 
al., 2001; Shi et al., 2004; Votin et al., 2005; Barth et al., 2008; Yokota et al., 2009), MAP1B 
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(microtubule-associated protein 1B) (Trivedi et al., 2005) o Tau (Stoothoff and Johnson, 
2005). MARK2 (microtubule afinity-regulatin kinase 2), otra kinasa que  regula la 
fosforilación de varios sustratos implicados en la dinámica de los microtúbulos, también se ha 
visto implicada en la regulación de la polarización neuronal en células de neuroblastoma y 
neuronas hipocampales, regulando la fosforilación de Tau (Biernat et al., 2002; Chen et al., 
2006b). 

El papel de las vías de señalización de Wnt/Dvl, en la regulación de la dinámica de los 
microtúbulos a través de GSK3� (Lucas et al., 1998; Krylova et al., 2000) y de MARK2 
(Terabayashi et al., 2007; Zhang et al., 2007), ha sido ampliamente demostrado. Así, MARK2 
regula la polarización neuronal a través de la vía Wnt/Par3/Par6/aPKC (Zhang et al., 2007). 
Por su parte, GSK3� también se ha descrito implicada en la regulación de la migración y 
polaridad celular a través de esta vía de señalización (Etienne-Manneville and Hall, 2003; 
Schlessinger et al., 2007), sin embargo, y a pesar de las numerosas evidencias que parecen 
señalar un posible papel de Wnt/GSK3�/MT en polaridad neuronal, esta vía de transducción 
todavía no es completamente comprendida, pues la sobreexpresión de la forma 
constitutivamente activa de GSK3� no tiene efectos en la inducción del crecimiento axonal 
inducida por Dvl (Zhang et al., 2007) y futuros estudios serán necesarios. 

 

2.4.5.- Guía axonal y crecimiento neurítico 

Normalmente, los axones de las neuronas deben navegar largas distancias para 
encontrar su área objetivo y luego buscar su diana post-sináptica específica para crear sinapsis 
funcionales. Las proteínas Wnt, se ha demostrado actúan como moléculas guía en algunos de 
estos procesos (Zou, 2004; Endo and Rubin, 2007). 

Estudios en la médula espinal muestran que la vía de señalización de Wnt, controla la 
dirección del crecimiento axonal en el eje anterior-posterior (A-P). Wnt4 y Wnt7b están 
expresados en un gradiente A-P en la línea media ventral y actúan atrayendo los axones 
comisurales anteriormente después de cruzar la línea media (Imondi and Thomas, 2003; 
Lyuksyutova et al., 2003) (Figura 17). Este efecto atrayente esta posiblemente mediado a 
través de Fz3, pues los axones comisurales de ratones mutantes para este receptor, crecen en 
una dirección aleatoria, mostrando también defectos en los axones talamocorticales, 
corticotalámicos y nigroestriados (Wang et al., 2002; Bovolenta et al., 2006). Esta vía de 
señalización actuaría a través de la aPKC para ejercer su efecto atrayente en los axones 
comisurales (Wolf et al., 2008). 

Otras dos proteínas Wnt, Wnt1 y Wnt5a, están también expresadas en un gradiente A-
P en la parte dorsal de la médula espinal en ratones neonatales, y actúan repeliendo los axones 
de los tractos corticoespinales para que crezcan en sentido posterior (Dickson, 2005; Liu et 
al., 2005b) (Figura 17). Una vez estos axones han cruzado la línea media y han entrado en la 



Introducción 

 

47

médula espinal rostral, comienzan a responder a Wnts, siendo mediado este efecto repulsivo a 
través del receptor Ryk. 

El receptor Ryk también es responsable de mediar la actividad repulsiva de Wnt5a en 
los axones que han cruzado la línea media en el cuerpo calloso y, en ratones deficientes para 
este receptor, los axones no pueden salir del cuerpo calloso una vez han alcanzado el lado 
contralateral (Keeble and Cooper, 2006; Keeble et al., 2006). Ryk, no solo regula la acción 
repulsiva de Wnt5a conjuntamente con los receptores Frizzled, sino que también es 
responsable de mediar el crecimiento de los axones corticales (Li et al., 2009; Li et al., 2010). 
En ambos casos la vía de señalización de Ca2+ parece ser la responsable de traducir esta señal 
(Hutchins et al., 2011). 

Figura 17: Las proteínas Wnts guían los axones en la médula espinal anterior y posteriormente. (a) Los 
axones comisurales giran anteriormente después de cruzar la placa del suelo. Este giro parece estar mediado en 
parte por Wnt4, y posiblemente otros Wnts, que están expresados en un gradiente A-P y traducen una señal 
atractiva a través de Fz3. (b) Después de atravesar el cerebro medio y posterior, los axones de los tractos 
corticoespinales cruzan la línea media y crecen posteriormente en el funículo dorsal. Este crecimiento parece 
estar mediado en parte por Wnt1 y Wnt5a que están expresados en un gradiente A-P en la médula espinal dorsal 
y median la señal repulsiva a través de Ryk. Adaptación: (Dickson, 2005). 

 

Las proteínas Wnt también modulan el comportamiento axonal actuando sobre la 
remodelación del terminal axónico, incrementando el tamaño y complejidad del cono axonal e 
incrementando el diámetro y la ramificación del axón. Por ejemplo, Wnt7a funcionaría como 
una señal retrograda que regularía la remodelación axonal previa a la sinaptogénesis en el 
cerebelo (Lucas and Salinas, 1997; Hall et al., 2000), mientras que Wnt3 lo haría regulando la 
arborización terminal de las neuronas sensitivas en la médula espinal (Krylova et al., 2002). 
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Las vías de señalización de Wnt también están implicadas en la regulación de la 
morfogénesis dendrítica. Cultivos hipocampales tratados con medio condicionado con Wnt7b 
(Rosso et al., 2005) o Wnt2a (Wayman et al., 2006) exhiben dendritas más largas y con más 
ramificaciones. La vía de señalización Wnt/PCP a través de su efector JNK (Rosso et al., 
2005) y una vía independiente de �-catenina, a través de la interacción con N-cadherina y �-
catenina (Yu and Malenka, 2003), median este efecto sobre el desarrollo dendrítico. Estos 
estudios además demuestran que la actividad neuronal regula el crecimiento dendrítico a 
través de la modulación de la expresión o liberación de las proteínas Wnt (Yu and Malenka, 
2003; Wayman et al., 2006). 

 

2.4.6.- Sinaptogénesis en el SNC 

Una vez los axones hacen contacto con su diana se forman las sinapsis, un proceso que 
requiere la comunicación entre las células pre- y postsinápticas y en el cual las proteínas Wnt 
también se han visto implicadas (Burden, 2000; Salinas, 2005; Speese and Budnik, 2007; 
Farias et al., 2010; Budnik and Salinas, 2011). Así, Wnt7a es expresado por las células 
granulares del cerebelo durante la sinaptogénesis de las fibras musgosas, incrementando la 
acumulación de sinapsina I (Figura 18), y ratones mutantes para Wnt7a (Hall et al., 2000) o 
dobles mutantes para Wnt7a y Dvl1 (Ahmad-Annuar et al., 2006) presentan defectos, en la 
formación de las sinapsis, manifestado por una disminución en la acumulación de proteínas 
presinápticas. Estos defectos son mayores en los ratones doble mutantes, lo cual indica un 
papel de Dvl1 en la formación de estas sinapsis. Wnts también regulan la formación de la 
sinapsis en otras áreas como la medula espinal. Así Wnt3, que es expresado en las neuronas 
motoras cuando forman sinapsis con las sensoriales, incrementan la acumulación de sinapsina 
I en estas últimas (Krylova et al., 2002). 

La regulación de este proceso tendría lugar a través de la vía Wnt/GSK3�/MT, que se 
ha postulado actuaría de forma independiente de la transcripción (Budnik and Salinas, 2011). 
Esto es debido a que la inhibición de GSK3� copia el efecto de Wnts in vitro (Hall et al., 
2002) y a que las proteínas Wnts incrementan la proporción de conos axonales con 
microtúbulos “rizados” (Purro et al., 2008), que están asociados a conos que pueden formar 
una sinapsis. Los receptores Frizzleds, también estarían implicados en este proceso, ya que su 
sobreexpresión o inhibición en el hipocampo incrementa o disminuye, respectivamente, el 
número de lugares presinápticos (Varela-Nallar et al., 2009; Sahores et al., 2010). 

Otros Wnts, como Wnt5a, actuarían en las terminales postsinápticas, activando vías no 
canónicas a través de los receptores Ror (Paganoni et al., 2010) o actuando a través de la vía 
de JNK y favoreciendo la acumulación de PSD95 en células hipocampales (Farias et al., 
2009). Además, Wnt5a también favorecería la formación de sinapsis inhibitorias 
incrementando la retención de los receptores GABAa (Cuitino et al., 2010), lo que podría 
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indicar un papel de Wnts en la formación de todo tipo de sinapsis. 

En neuronas maduras, la actividad neuronal juega un papel muy importante en los 
procesos de plasticidad sináptica modulando número, morfología y eficiencia de las sinapsis. 
Numerosas son las evidencias de un papel de Wnts regulando este proceso (Chen et al., 
2006a; Wayman et al., 2006; Ataman et al., 2008; Gogolla et al., 2009; Sahores et al., 2010; 
Varela-Nallar et al., 2010; Cerpa et al., 2011; Ciani et al., 2011). Además, las proteínas Wnts 
también han sido descritas modulando la transmisión sináptica (Ahmad-Annuar et al., 2006; 
Beaumont et al., 2007; Cerpa et al., 2008; Avila et al., 2010), lo que refuerza un papel de las 
vías de señalización de Wnt regulando la actividad neuronal en el sistema nervioso central.  

Figura 18: Wnts regulan la formación de las sinapsis centrales. (a) Wnt7a incrementa la acumulación de 
sinapsina I y conlleva a un incremento en el número de lugares sinápticos. (b) En el cerebelo, Wnt7a es 
expresado por las células granulares (GC, naranjas) pero no por sus progenitores (verdes), que están localizados 
en las áreas más externas de la corteza cerebelar. En estadios tempranos, Wnt7a puede actuar en las fibras 
musgosas (MF, turquesas) induciendo su remodelación (panel de la izquierda). En estadios más tardíos, Wnt7a 
induce la acumulación de proteínas presinápticas (amarillo) en los axones de las fibras musgosas (panel de la 
derecha). Adaptación: (Ciani and Salinas, 2005). 

  

2.4.7.- Alteraciones de las vías 

Las vías de señalización asociadas a Wnt juegan un papel muy importante en procesos 
de desarrollo y maduración (ver más arriba). No es de extrañar que defectos en Wnts, o 
proteínas relacionadas, conllevan a severas alteraciones del sistema nervioso, muchas de las 
cuales han sido relacionadas con enfermedades neurodegenerativas, incluyendo Alzheimer, 
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Parkinson, autismo, desorden bipolar o esquizofrenia (Kaytor and Orr, 2002; Clevers, 2006; 
De Ferrari and Moon, 2006; Inestrosa and Toledo, 2008; MacDonald et al., 2009; Rawal et al., 
2009; Freese et al., 2010; Okerlund and Cheyette, 2011). 

Mutaciones en estas vías también han sido descritas por alterar el balance de la 
renovación tisular y causar una variedad de enfermedades incluyendo cáncer (Polakis, 2000; 
Caricasole et al., 2005). La implicación de la vía de Wnt/�-catenina en el cáncer colorectal ha 
sido una de las más estudiadas y mutaciones en APC o �-catenina, que causan una activación 
constitutiva de esta vía, promueven una proliferación celular incontrolada (Korinek et al., 
1997; Morin et al., 1997; Burgess et al., 2011). Además, la desregulación en las vías de Wnt 
también han sido asociadas con cánceres en otros tipos de tejidos, tales como el sistema 
nervioso (Blanc et al., 2005), próstata (Kharaishvili et al., 2011), corteza adrenal (El Wakil 
and Lalli, 2011) o hígado (Fatima et al., 2011). 

En conjunto, los datos hasta ahora ofrecidos muestran la relevancia de estas vías de 
señalización y la importancia de su estudio, pudiéndose convertir en posibles dianas 
terapéuticas para enfermedades tan importantes como el cáncer o la enfermedad de Alzheimer. 
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3.- La familia de genes Armcx 

 
3.1.- Evolución génica 

 Los genes Armcx pertenecen a una misma familia caracterizada por la posesión de 
dominios armadillo en su secuencia y por estar localizada en el cromosoma X (Armadillo 
repeat containing X-linked). Proteínas con estos dominios se han implicado en procesos de 
tumorigénesis, desarrollo embrionario o mantenimiento de la integridad tisular (Hatzfeld, 
1999). 

 El primer miembro descrito en esta familia fue identificado en un estudio de dos 
híbridos que usaba como cebo la proteasa del peroxisoma P110 (Kurochkin et al., 2001). 
Debido a la posesión de los dominios armadillos y a que su expresión se encuentra perdida o 
significativamente reducida en ciertos tipos de carcinoma, esta proteína fue llamada Alex1 
(Armadillo containing protein lost in epithelial cancers on crhomosome X). En este estudio 
también se describieron las proteínas Alex2 y Alex3 que presentaban una alta homología con 
Alex1. Basados en este estudio, en la homología de sus secuencias que sugieren la presencia 
de dominios armadillo, y en la localización de su gen en el cromosoma X, se nombraron 
oficialmente un total de 6 genes (Armcx 1-6), todos ellos situados en una misma región de 2,3 
Mb (Xq22.1-Xq22.2) (Winter and Ponting, 2005). 

 Esta región del cromosoma X contiene 3 familias de genes con secuencias codificantes 
divergentes: Bexs (Brain  expressed X-linked), Wex (Wwbp5-like X-linked), y una tercera 
familia denominada Gasp (G-protein-coupled receptor-associated sorting protein) en la que 
están incluidos los miembros Armcx. La evolución de estas 3 familias resulta de especial 
interés, pues esta región del cromosoma X es exclusiva de los mamíferos placentarios, no 
encontrándose ningún homólogo fuera de este clado. Los genes de las 3 familias, se habrían 
originado por numerosos eventos de conversión génica a partir de un ancestro común. Prueba 
de ello, los genes Bex, Wex y Gasp, poseen una misma estructura génica con la secuencia 
codificante para la proteína localizada en un único exón y compartiendo una secuencia 
conservada no codificante de 57 bases en la región 5' UTR llamada BGW. Tras estos procesos 
de duplicación las 3 familias habrían sufrido una rápida divergencia de sus secuencias, lo que 
podría estar ligado a una innovación en fisiología o comportamiento (Winter and Ponting, 
2005). 

 La familia Gasp, fue descrita originalmente debido a homologias en las secuencias con 
el gen Gasp1, y en ella se incluyeron un total de 10 genes (Gasp 1-10) (Simonin et al., 2004). 
Actualmente los nombres oficiales de los miembros de esta familia son Gprasp1 y Gprasp2,  
Bhlhb9, Armcx 1-6 y el gen Armc10. Todos ellos, a excepción de Armc10, se encuentran 
localizados en la región Xq22.1-Xq22.2 (Tabla 2). 
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Nombre Oficial Sinónimos Cromosoma (Región) 

Homo sapiens 

Gene ID 

Armc10 Gasp8, SVH 7(q22.1) 83787 

Armc10-likeb Gasp8 isoforma 5 3 100510677  

Armcx1 Gasp7, Alex1 X(q22.1-q22.2) 51309 

Armcx2 Gasp9, Alex2 X(q22.1-q22.2) 9823 

Armcx3 Gasp6, Alex3 X(q22.1-q22.2) 51566 

Armcx4 Gasp4 X(q22.1-q22.2) 100131755  

Armcx5 Gasp5 X(q22.1-q22.2) 64860  

Armcx6 Gasp10 X(q22.1-q22.2) 54470  

Armcx6-like Gasp10� X(q22.1-q22.2) 653354  

Gprasp1a Gasp1, Per1 X(q22.1-q22.2) 9737  

Gprasp2a Gasp2 X(q22.1-q22.2) 114928  

Bhlhb9 Gasp3, p60TRP X(q22.1-q22.2) 80823  

Tabla 2: Familia de los genes Armcx: nombre oficial, sinónimos, cromosoma y región y Gene ID. 
a El nombre oficial actualmente según HUGO -Human Genome Organization- Gene Nomenclature comitee son 
Gprasp1 y Gprasp2 debido a posibles confusiones con el gen de Drosophila Gasp. 
b La secuencia de Armc10-like ha sido deducida a partir  del análisis de la secuencia del cromosoma 3. 
Adaptación: (Abu-Helo and Simonin, 2010). 
 

 Además, en base a la presencia de una secuencia de 15 aa altamente conservada y 
repetida en algunos de los genes Gasp, se subdividió ésta en 2 subfamilias: Gasp 1-5 que 
presentan esta repetición y Gasp 6-10 que no la presentan (Abu-Helo and Simonin, 2010). 

 Junto a estos genes también se encuentra un pseudogen de Armcx6 (Armcx6-like), que 
esta colocado “up-stream” de Armcx6 en el cromosoma X. Aunque este pseudogen no 
codifica para ninguna proteína funcional, podría estar actuando como una copia redundante 
para facilitar los procesos de conversión génica de su vecino Armcx6 (Winter and Ponting, 
2005). 

 En la familia de genes Gasp, además de los que se encuentran en la región Xq22.1-
Xq22.2, también se incluyo el gen Armc10 (Gasp8) localizado en el cromosoma 7 en 
humanos (Tabla 2) y cuya estructura génica contiene 7 exones que codifican para la proteína 
(Simonin et al., 2004; Abu-Helo and Simonin, 2010). 4 variantes por splicing fueron descritas 
originalmente para el gen armc10 (Huang et al., 2003) donde fue relacionado con las 
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proteínas Alex 1-3. Debido a que una de estas variantes podía estar implicada en 
hepatocarcinogénesis fueron denominadas Svh A, -B, -C, -D (splicing variants involved in 
hepatocarcinogenesis). 

 El gen Armc10-like, que se encuentra en el cromosoma 3 en humanos, también fue 
incluido en esta familia (Tabla 2). Su estructura génica esta formada por un único exón 
codificante y su secuencia es idéntica a Armc10 excepto porque ha perdido dos pequeñas 
secuencias de 34 y 25 aminoácidos correspondientes al exón 2 y 6 de Armc10 
respectivamente (Simonin et al., 2004; Abu-Helo and Simonin, 2010). 

 Los genes que se encuentran en Xq22.1-Xq22.2 no tienen ningún gen parálogo fuera 
de esta región  a excepción de Armc10 y Armc10-like. Tampoco se han encontrado genes 
ortólogos en animales que no fueran mamíferos euterios, a excepción de una secuencia 
homologa a Armcx6 en Danio rerio (pez cebra), llamada Armcx6l (Armcx6 H. sapiens like), 
lo que ha hecho suponer que estas familias de genes se habrían originado a partir de una 
duplicación de Armcx6 en una etapa temprana de la divergencia de los vertebrados (Winter 
and Ponting, 2005).  

 

3.2.- Patrón de expresión y localización subcelular 

 Los genes Armcx (de aquí en adelante nos referiremos a los genes Armcx para hablar 
de los genes Armcx 1-6, Gprasp1-2 y Bhlhb9 localizados todos en la región Xq22.1-Xq22.2) 
presentan un patrón de expresión casi ubicuo (Kurochkin et al., 2001; Simonin et al., 2004) y 
algunos trabajos remarcan su localización en el sistema urogenital, donde Armcx2 presenta 
una elevada expresión durante el desarrollo de los testículos mientras que esta muy reducida 
en el desarrollo de los ovarios (Smith et al., 2005) o la expresión de Armcx3 que se encuentra 
enriquecida en segmento inicial del epidídimo (Hsia and Cornwall, 2004). 

 Sin embargo, es en el cerebro donde se encuentra la mayor expresión de estos genes. 
Esto también ocurre para los genes Bex y Wex de la región Xq22.1-Xq22.2, lo que ha hecho 
sugerir que estas 3 familias exclusivas de los mamíferos euterios puedan estar implicadas en 
la adaptación evolutiva del neocórtex, una región del cerebro anterior  exclusiva de los 
mamíferos (Winter and Ponting, 2005). 

 La distribución subcelular de los genes Armcx ha sido estudiada en varios modelos 
bien en células transfectadas o de manera endógena en células u órganos (Abu-Helo and 
Simonin, 2010). Muchos de ellos se encuentran en el citoplasma, como Gprasp1 (Matsuki et 
al., 2001; Whistler et al., 2002; Bartlett et al., 2005; Kiyama et al., 2006; Martini et al., 2007; 
Tappe-Theodor et al., 2007), Gprasp2 (Horn et al., 2006), Bhlbh9 (Heese et al., 2004), 
Armcx2 (Smith et al., 2005), Armcx3 (Mou et al., 2009) y también la proteína Armc10 
(Pagliarini et al., 2008), en algunos casos asociados a estructuras de membrana como 
Gprasp2, Armcx2 o mitocondrias como Armcx3 y Armc10. 
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 Algunos indicios también sitúan a estas proteínas en el interior del núcleo celular. 
Gprasp1, en presencia de la proteína Period1, es translocada al núcleo de células COS7 
(Matsuki et al., 2001) y en células PC12, que expresan la proteína de manera endógena, una 
pequeña proporción que se encuentra  de manera constitutiva en el núcleo sufre un incremento 
significativo tras un tratamiento de NGF (Kiyama et al., 2006). Gprasp2 fue identificado en 
una caracterización a gran escala de fosfoproteínas extraídas de la fracción nuclear de las 
células HELA (Beausoleil et al., 2004). Bhlhb9 unido a GFP o DsRed puede ser observado 
por inmunofluorescencia tanto en el citoplasma como en el núcleo de células CHO 
transfectadas con estos vectores (Heese et al., 2004). Estos indicios parecen indicar que 
algunos miembros de esta familia podrían ser actuar como mediadores entre ambos 
compartimentos bajo determinadas condiciones fisiológicas (Abu-Helo and Simonin, 2010). 

 

3.3.- Función 

3.3.1.- Regulación de receptores acoplados a proteína G 

 Poco se conoce acerca de la función de los genes Armcx. La mayoría de evidencias 
acerca de la  función de esta familia proviene de las interacciones de Gprasp1 con receptores 
acoplados a proteína G (GPCR), motivo por el cual se ha denominado a esta familia con el 
nombre de Gasp (GPCR associated sorting proteins) (Simonin et al., 2004). Los GPCR son 
uno de los grupos más importantes y diversos de receptores, cuya señalización y tráfico esta 
finamente regulada gracias a la participación de una gran variedad de proteínas interactoras 
(Ritter and Hall, 2009). 

 Hasta una treintena de GPCR han sido descritos como interactores de Gprasp1. Con 
varios de ellos se han encontrado evidencias de que Gprasp1 estaría implicada en su 
degradación mediante trasporte a lisosomas (Figura 19) (Moser et al., 2010) como son con los 
receptores delta opioides (Whistler et al., 2002), los receptores de dopamina D2 (Bartlett et 
al., 2005) y D3 (Thompson and Whistler, 2011) y de cannabinoides CB1 (Martini et al., 2007; 
Tappe-Theodor et al., 2007) y GPR55 (Kargl et al., 2011) o bien modulando su señalización 
como es el caso del receptor US28 codificado por el citomegalovirus humano (Tschische et 
al., 2010). 

 Basados en estos estudios ratones knockout para Gprasp1 fueron generados. Estos 
ratones son viables y no muestran ninguna diferencia destacada frente a sus hermanos wild-
type (WT) salvo un ligero descenso en la locomoción vertical (Boeuf et al., 2009). Con estos 
animales se ha demostrado que el desarrollo de la tolerancia a muchos de los efectos 
fisiológicos de los canabinoides están significativamente reducidos en los ratones knockout 
frente a los WT (Martini et al., 2010), de forma similar varias respuestas comportamentales 
como la sensibilización locomotora o la auto-administración tras un tratamiento repetido de 
cocaína están atenuadas en estos ratones frente a los WT y en las que estaría implicado el 
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receptor de dopamina D2 (Boeuf et al., 2009; Thompson et al., 2010). Estas deficiencias en el 
comportamiento han sido asociadas con afecciones en la habilidad para adquirir y/o expresar 
tareas complejas relacionadas con el cuerpo estriado (Mathis et al., 2010). 

 Además de Gprasp1 otros miembros de la familia son capaces de interaccionar con 
algunos GPCR. Las interacciones de Gprasp2 con los receptores de dopamina D2, los �-1 y �-
2 adrenérgicos, de calcitonina o el receptor US28 también han sido descritas (Simonin et al., 
2004; Thompson et al., 2007). También ha sido sugerida la interacción de Armcx1, Armcx5 y 
Bhlhb9 con algunos de estos receptores (Abu-Helo and Simonin, 2010). 

Figura 19: Gprasp1 (Gasp1) regula el tráfico post-endocítico a lisosomas de los GPCRs. Después de la 
estimulación por parte de un agonista los GPCRs son endocitados. Algunos de ellos son rápidamente  reciclados 
hacia la membrana plasmática, mientras que otros son objetivo de una degradación proteolítica o lisosomal. 
Como se muestra en la figura la interacción entre Gprasp1 y el receptor �-opioide (�OPR) promueve la 
endocitosis y transporte a lisosomas del receptor �-opioide tras su estimulación por un agonista. Adaptación: 
(Ritter and Hall, 2009). 

  

3.3.2.- Regulación de la transcripción 

 La participación de los varios de los genes Armcx como moduladores de la 
transcripción también ha sido sugerida (Abu-Helo and Simonin, 2010). Varias evidencias 
indirectas sugieren que Gprasp1 podría estar participando en la transcripción de proteínas. 
Cuando fue descrito por primera vez, Gprasp1 era translocado al núcleo tras su co-expresión 
con Period1 (Matsuki et al., 2001). De forma similar un tratamiento de NGF produce el 
mismo cambio de localización en células PC12 (Kiyama et al., 2006). En este mismo trabajo, 
se postula que Gprasp1 podría jugar un papel en la supervivencia neuronal mediada por NGF, 
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actuando como un modulador de la transcripción, ya que cuando Gprasp1 es regulada a la 
baja por medio de un RNA de interferencia, se observa una disminución del rescate frente 
apoptosis después de que células PC12 fueran tratadas con NGF. 

 Más evidencias hay para el gen Bhlhb9 donde el silenciamiento mediante siRNAs en 
células ATDC5, que representan precursores de condrocito, produce una disminución en la 
expresión de varios genes importantes en la diferenciación de este tipo celular (Suwanwela et 
al., 2010). Estudios previos, aunque sin evidencias directas, ya sugerían que  el gen Bhlhb9, 
debido a la posesión de dominios “basic helix-loop-helix” característicos de factores de 
transcripción, a su localización en el núcleo, así como que el silenciamiento de la proteína 
Bhlhb9 disminuye la supervivencia de células PC12, podrían tener una implicación en la 
regulación de la transcripción, implicado en procesos de supervivencia y envejecimiento 
neuronal (Heese et al., 2004). 

 También se han encontrado evidencias de que Armcx3 actúa modulando la 
transcripción interaccionando con Sox10 (Mou et al., 2009). Sox10 es capaz de transactivar a 
los promotores de los genes de las subunidades �3 y �4 del receptor nicotínico de la 
Acetilcolina de manera específica según el tipo celular, activándolos únicamente en células 
neuronales, y Armcx3 potencia la transactivación de estos genes mediante su interacción con 
Sox10. Armcx3 es descrita como una proteína integral de la membrana mitocondrial externa y 
su sobreexpresión en células de tipo neuronal OBL21, aumenta la localización de Sox10 
alrededor de las mitocondrias, por lo que se sugiere que esta interacción, produciría un 
cambio post-translacional en Sox10 que le permitirá transactivar a nuevos genes como las 
subunidades del receptor de Acetilcolina (Mou et al., 2009). 

 El gen Armc10, que no se encuentra en la región conservada del cromosoma X como 
los otros genes Armcx, presenta una alta homología en su secuencia por lo que su función 
puede estar relacionada con el resto de genes de la familia. La sobreexpresión de la subunidad 
B de Armc10 está regulada al alza en hepatocarcinomas pero no así otras subunidades. La 
sobreexpresión de Armc10-B en células normales de hígado aumenta la proliferación mientras 
que su silenciamiento en células de hepatoma incrementa la apoptosis (Huang et al., 2003). 
Armc10-B estaría regulando la actividad transcripcional en estas células acelerando su 
crecimiento e inhibiendo su apoptosis mediante su interacción con la proteína p53 (Zhou et 
al., 2007). 

 

3.4.- Implicación en enfermedades neurodegenerativas y cáncer 

 No existen muchos indicios acerca del papel de los genes Armcx en situaciones 
patológicas, pero la mayoría de trabajos hasta la actualidad los relacionan con enfermedades 
neurodegenerativas (lo que concuerda con su expresión predominante en el sistema nervioso) 
así como en cáncer. 
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 En el caso de las enfermedades neurodegenerativas varios trabajos apuntan sobre 
variaciones en la expresión de los genes Armcx en condiciones patológicas. Así, la expresión 
del mensajero de Bhlhb9 se encuentra significativamente reducida en el cerebro de pacientes 
con Alzheimer (Heese et al., 2004). Los genes Armcx4 y Gprasp2 se encuentran entre una 
lista de 892 genes prioritarios en el cerebro que están desregulados en pacientes con 
Parkinson (Moran and Graeber, 2008). Una variante génica de Gprasp2, con una alta 
probabilidad de causar una mutación, también fue encontrada en un estudio orientado a 
encontrar variantes que pudieran estar implicadas en esquizofrenia, realizado entre genes con 
potencial implicación en sinapsis y localizados en el cromosoma X (Piton et al., 2010). 

Gprasp2 también ha sido identificada como un interactor, de Huntingtina, causante de 
la enfermedad de Huntington, aunque una posible contribución por parte de Gprasp2 en la 
enfermedad no ha sido demostrada (Horn et al., 2006) mientras que otro estudio de dos 
híbridos muestra la posible interacción de Gprasp1 y Ataxina7 (una proteína implicada en 
ataxia espinocerebelar) y postula un posible papel de esta en el desarrollo de la enfermedad 
(Kahle et al., 2010). Finalmente, un reciente estudio con ratones sobreexpresantes de Bhlhb9 
muestra un papel de esta proteína modulando la fosforilación y procesamiento proteolítico de 
APP y mediando la supervivencia neuronal y sinaptogénesis, dando la posibilidad la vía de 
señalización asociada a Bhlhb9 este implicada en la enfermedad de Alzheimer (Mishra et al., 
2011). 

 También varias evidencias indican un posible papel de los genes Armcx en cáncer. 
Amcx1 y Armcx2 fueron descritos inicialmente por su implicación en cáncer al estar perdidos 
o significativamente reducidos en carcinomas (Kurochkin et al., 2001). Armcx1 también se 
encuentra significativamente reducido en adenocarcinomas producidos por una alta actividad 
kinasa de c-Raf (Rohrbeck and Borlak, 2009) y su promotor ha sido confirmado como un 
potencial biomarcador en cáncer de ovario al encontrarse hipermetilado (Gloss et al., 2011). 
Armcx2 esta regulado al alza en pacientes con el síndrome X-frágil, que presentan una menor 
tasa de incidencia en padecer cáncer, pudiendo actuar como potencial supresor tumorigénico 
(Rosales-Reynoso et al., 2010). Gpraps1 ha sido detectado como un posible biomarcador del 
cáncer de mama (Tuszynski et al., 2011) y Bhlhb9 también ha sido sugerido como supresor 
debido a que las islas CpG de su promotor se encuentran metiladas en varias líneas celulares 
de cáncer colorectal y tumores primarios, causando una reducción en su expresión (Jacinto et 
al., 2007). 

 En otros estudios, en cambio, algunos genes de la familia se relacionan con tumores 
que presentan una peor prognosis. Armcx5, Gprasp2 y Bhlhb9 presentaran una mayor 
expresión en carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello, en pacientes que presentan 
metastasis, frente a pacientes que no la han sufrido (Rickman et al., 2008) y Armcx5 también 
es regulado al alza por ZNF217, descrito como oncogen en una amplia variedad de cánceres e 
indicativo de una mayor agresividad del tumor (Krig et al., 2007). 
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 El gen Armc10 también ha sido identificado como un posible oncogen pues esta 
regulado al alza en hepatocarcinomas, además, su sobreexpresión en líneas celulares de 
hígado promueve la proliferación y al ser inyectadas en ratones “nude” devienen tumores 
(Huang et al., 2003). Además, también se ha identificado colocalizando de forma única o 
altamente enriquecida con CD10 (una proteína fuertemente expresada en la mayoría de 
metástasis en nódulos linfáticos) en una línea celular de cáncer de próstata frente a un tejido 
control (Dall'Era et al., 2007). 

 

3.5.- Alex3: Preliminares del proyecto 

 Durante el desarrollo del sistema nervioso central se deben coordinar de manera fina 
numerosos procesos celulares que aseguren su correcto funcionamiento. Así, se debe generar 
una enorme cantidad de tipos celulares diferentes en los lugares precisos y en los momentos 
adecuados, a la vez que se debe asegurar la formación de conexiones funcionales entre las 
diferentes regiones.  Uno de estos procesos es la formación de la corteza cerebral. 

 La corteza cerebral corresponde a una estructura laminada, donde oleadas de células 
postmitóticas provenientes de una región interior, la zona ventricular (ZV), se van situando en 
la superficie de la pared cerebral y originan la preplaca (PP). Esta preplaca es posteriormente 
subdivida en la zona marginal (MZ) más exterior y situada en la superficie de la pared 
cerebral y la subplaca (SP), por debajo de la MZ, entre ambas se formara la placa cortical 
(PC). Oleadas de células provenientes de la zona ventricular atravesarán la subplaca y se 
situaran junto a la MZ engrosando la placa cortical. Subsiguientes oleadas se situaran por 
encima de las predecesoras originando un gradiente de “dentro-afuera”, de forma que las 

neuronas generadas en los 
primeros ciclos de división 
serán las que se localicen en 
las capas más internas de la 
corteza y las generadas 
posteriormente se establecerán 
en las más externas (Angevine 
and Sidman, 1961; Marin and 
Rubenstein, 2003)(Figura 20). 

 Un gran número de 
evidencias sugieren un papel 
importante de la MZ en los 
procesos de laminación y 
migración, especialmente de 
las células Cajal-Retzius que 

Figura 20: Representación esquemática del desarrollo del 
neocórtex. A partir de E11 aparece la preplaca (pp) por encima de la 
zona ventricular (vz). La primera oleada de células de la placa cortical 
(cp) migra a través de la subplaca (SP) y se detienen junto a las células 
de Cajal-Retzius (CR) de la zona marginal (mz). Sucesivas oleadas de 
células migran radialmente a través de sus predecesores deteniéndose 
de nuevo junto a las células de Cajal-Retzius formando un gradiente de 
dentro-fuera en el que las neuronas más jóvenes quedan situadas más 
cerca de la zona marginal. Adaptación: (Rice and Curran, 2001). 
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la componen. La presencia y maduración de estas células es previa a la formación de la placa 
cortical y su ablación en ratones neonatos comporta una alteración de la migración de las 
neuronas (Super et al., 2000). Posteriormente se describió que estas células regulaban la 
migración proporcionando señales directoras de este proceso (Rice and Curran, 2001). 

 En la actualidad se conocen un importante número de moléculas implicadas en la 
formación de la corteza cerebral (reelina, dab1, cdk5/p35/p39, integrinas...). La ausencia o 
mutación de estas proteínas causan grandes anomalías morfológicas y/o patológicas en el 
sistema nervioso, por lo que la identificación y caracterización de estas moléculas presenta un 
gran interés neurobiológico. 

 Con el objetivo de identificar genes adicionales implicados en estos procesos se 
empleó en el laboratorio la técnica de hibridación sustractiva conocida como “Directional Tag 
PCR Substraction” (Usui et al., 1994). De esta forma se aislaron clones de cDNA procedentes 
de mRNA de rebanadas correspondientes a capas corticales altas (zona marginal y parte 
superior de la placa cortical) que fueron substraídos contra mRNA del córtex subyacente 
(zona ventricular, zona intermedia y parte inferior de la placa cortical) de embriones de ratón 
en estadio embrionario de E16 (Garcia-Frigola et al., 2004) (Figura 21). De entre los genes 
identificados, enriquecidos en las capas altas de la corteza cerebral, uno resulto codificar para 
la proteína Alex3 (Armcx3). 

Figura 21: Representación esquemática de la obtención de muestras usadas para la generación de las 
librerías Diana y Conductora. La librería de cDNAs Diana se generó a partir de la capa I y zona superior de la 
placa cortical de ratones en estadio embrionario E16. La librería Conductora se generó con las capas restantes: 
zona inferior de la placa cortical, zona intermedia y zona ventricular. Adaptación: (Garcia-Frigola et al., 2004). 

 

 Alex3 es una proteína de 379 aminoácidos y 42 Kda de peso. Además de dos dominios 
armadillo completos y otros tres con menos homología, presenta un posible dominio 
transmembrana flanqueado por una putativa señal de localización en la membrana 
mitocondrial externa (Mou et al., 2009) en su extremo N-terminal, una señal de localización 
nuclear, así como potenciales lugares de fosforilación por caseína kinasa 2 (CK2), proteína 
kinasa C (PKC) y proteína kinasa dependiente de cAMP (PKA) (Pfam en 
http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam y SMART en http://smart.emblheidelberg.de; 
confirmación de la NLS con PredictNLS) (Figura 22). 
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Figura 22: Representación esquemática de la proteína Alex3. Dominios anotados en base a la predicción en 
bases de datos como Pfam o SMART y referencias bibliográficas. Las estrellas marcan la posición de potenciales 
residuos de fosforilación en serina o treonina. 

 

 El patrón de expresión de Alex3 durante la ontogenia fue llevado a cabo en nuestro 
laboratorio (López-Domenech et al., en preparación) mediante estudios de hibridación in situ 
e inmunohistoquímica. Tanto el tránscrito, como la proteína de Alex3 presentan niveles 
elevados en el sistema nervioso central desde etapas tempranas del desarrollo hasta el adulto. 

 En etapas primerencas del desarrollo (E9-E12) la expresión del tránscrito de Alex3, 
detectado en embriones enteros, es importante en vesícula ótica, medula espinal y la 
transición entre mesencéfalo y metencéfalo (Figura 23). 

 Estudios en profundidad en cortes de coronales cerebro desde E14 hasta Adulto, tanto 
para el tránscrito como para la proteína, muestran una elevada expresión de Alex3 en varias 
regiones del cerebro, siendo especialmente relevante en estructuras laminadas como el córtex 
cerebral, hipocampo, bulbo olfativo y la capa de células Purkinje y granulares del cerebelo. La 
expresión tanto del tránscrito como de la proteína de Alex3 disminuye a medida que progresa 
el desarrollo, manteniéndose significativa en estas estructuras. Destaca también la expresión 
de Alex3 en las zonas proliferativas como la zona ventricular en estadios embrionarios o la 
capa germinativa externa en estadios postnatales (López-Domenech et al., en preparación) 
(Figura 23). 

 El estudio detallado de la inmunohistoquímica mostró una localización intracelular 
diferencial de la proteína Alex3 en diferentes regiones del cerebro. La gran mayoría de 
regiones presentan durante todo el desarrollo una localización preferencialmente nuclear de 
Alex3, si bien existe una no despreciable presencia de la proteína en el resto de la célula. Por 
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otro lado y sólo a partir de estadios postnatales, puede apreciarse un cambio de localización 
de la proteína que pasa a estar muy enriquecida en el citoplasma en dos poblaciones 
neuronales muy concretas: las neuronas del núcleo hipotalámico lateral y las células de 
Purkinje. Esta marca en las células de Purkinje comienza a partir del estadio P10 y sólo se 
observa en una subpoblación de este tipo celular en un patrón en bandas parasagitales muy 

Figura 23: Patrón de expresión del tránscrito y de la proteína Alex3 . (A) La expresión de Alex3 en el estadío 
embrionario E12 se localiza predominantemente en el labio rómbico y en el telencéfalo, así como en las yemas 
de las extremidades en desarrollo. (B) Visión general de la expresión de Alex3 en E16. (C-E) Visiones seriadas 
de hipocampo, bulbo olfatorio y cerebelo. (F-J) Patrón de expresión de la proteína Alex3 en la región 
hipocampal y en corteza cerebral (F) y cerebelo (G). (H) Detalle de un núcleo mesencefálico de un animal P5 en 
el que se observa el núcleo celular y en el que pueden apreciarse pequeños cuerpos de marca muy intensa 
(flechas). (I) Micrografía de gran aumento en el que se observan en detalle varias células de Purkinje de un 
animal P10 que presentan marca citoplasmáticas. Nótese el fino axón característico intensamente marcado 
(cabezas de flecha). (J) Visión panorámica de un cerebelo de animal P15 en el que se puede observar el 
característico patrón en bandas parasagitales (patrón tipo Zebrina II de la distribución de Alex3 en cerebelo. 
Abreviaciones: aL, extremidad anterior; CA1-CA3, tipos celulares piramidales del hipocampo; CP, placa 
cortical; DG, giro dentado; DT, tálamo dorsal; egl, capa granular externa; GL, capa glomerular; gl, capa granular; 
hil, hilus; hip, hipocampo; I-II-III-IV-V-VI, capas I a VI; igl, capa granular interna; ML, capa mitral; ml, capa 
molecular; MZ, zona molecular; p, células de Purkinje; Pc, capa de células de Purkinje; pL, extremidad 
posterior; rl, labio rómbico; tel, telencéfalo. 
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similar al que presenta la expresión de Zebrina II. La compartimentalización molecular que 
evidencia la expresión de zebrina II (y otros muchos marcadores) se supone que está 
determinada por una compartimentalización en módulos funcionales de circuitaje en el 
cerebelo y podría estar relacionada con su funcionamiento (Larouche and Hawkes, 2006; 
Pakan and Wylie, 2008) (Figura 23). 

Los genes Armcx pertenecen a una familia génica que ha sido recientemente descrita 
(Simonin et al., 2004) y poco se conoce acerca de la función que desempeñan, sin embargo su 
elevada expresión en el sistema nervioso central, su participación en procesos del desarrollo 
embrionario y su posible implicación en tumorigénesis y enfermedades neurodegenerativas, 
los convierten en buenos candidatos para realizar un estudio en profundidad acerca de sus 
mecanismos bioquímicos y biológicos en los que pueden estar implicados. La proteína Alex3 
(Armcx3) resultó ser un interesante candidato para estar implicada en algunos de los procesos 
del desarrollo de la corteza cerebral (neurogénesis, migración,…) y otras estructuras 
laminadas. Además, la localización en mitocondrias de Alex3 (Mou et al., 2009) y la posesión 
de dominios armadillo, similares a los de la proteína �-catenina, hacen de esta proteína un 
candidato para estar regulando procesos en la biología mitocondrial o en las vías de 
señalización de Wnt, donde �-catenina juega un papel fundamental (Peifer et al., 1991). 
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El objetivo de esta Tesis Doctoral es el de caracterizar el papel funcional de la protéina Alex3 
en la vía de señalización de Wnt y en la dinámica mitocondrial. La sucesión de resultados 
obtenidos durante la elaboración de la tesis se ha traducido en la concreción de los siguientes 
objetivos parciales: 

 

Objetivo 1: Estudio de la evolución génica de la familia de proteínas Armcx en la que está 
incluida Alex3. 

- Profundizar en el estudio de las proteínas relacionadas con Alex3 y su evolución 
génica 

- Estudiar posibles similitudes entre las proteínas para conocer mejor su función 

 

Objetivo 2: Análisis de la función de las proteínas Armcx, y concretamente Alex3 y Armc10, 
en la biología y dinámica mitocondrial 

- Caracterizar el papel de Alex3 y Armc10 en la sobreexpresión en línea celular y su 
papel en la dinámica y función mitocondrial. 

- Caracterizar el papel de Alex3 y Armc10 en la sobreexpresión y silenciamiento en 
cultivos neuronales y su papel en la dinámica y función mitocondrial. 

 

Objetivo 3: Análisis del posible papel de las vías de señalización de Wnt en la regulación de 
Alex3 y su efecto en la dinámica mitocondrial 

- Efecto de los factores Wnt en la agregación mitocondrial inducida por Alex3. 

- Identificación del mecanismo de degradación de Alex3 en respuesta a estimulación por 
factores Wnt. 
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Todos los procedimientos fueron llevados a cabo acorde con las pautas aprobadas por 
el Ministerio de Ciencia y Tecnología y siguiendo la Directiva del Concilio de la comunidad 
europea 86/609 EEC. 

 

Análisis de DNA 

Los análisis de las secuencias de DNA de los genes Armcx, la traducción de proteínas 
y la localización en el cromosoma fueron llevadas a cabo buscando en las bases de datos 
públicas de genomas (www.ensembl.org, www.ncbi.nlm.nih.gov) y procesadas manualmente 
a través de análisis y blastN de bases de datos de EST en NCBI, tan bien como por 
comparación recíproca entre ortólogos de mamífero. La estructura de los dominios fue 
determinada por los software NCBI, Prosite, InterProScan, IPSort, HHPred y Wolfsort. Los 
árboles filogenéticos fueron realizados por los métodos Bayesian usando MrBayes 3.1.2 
(Huelsenbeck et al., 2001). 

 

Vectores 

Alex3 3´-UTR fue encontrado en una librería de Hibridación Substractiva (Garcia-
Frigola et al., 2004) y la secuencia completa fue obtenida por un screening en una librería de 
cDNA de un cerebro de ratón P0 (Stratagene). Para la generación de los vectores de expresión 
de Alex3, Alex3-myc y GFP-Alex3�(1-12), pBluescript-Alex3 fue subclonado en los vectores 
de expresión deseados: pcDNA.3 (Invitrogen), pSecTag-A (Invitrogen) y pEGFP-N3 y 
pEGFP-C1 (Clontech). Para la generación de Alex3-GFP, Alex3�Ct, Alex3(1-200)-GFP, 
Alex3(1-106)-GFP, Alex3(1-45)-GFP, Alex3(1-41) y Alex3 (1-30), Alex3 fue amplificado con 
una Pfu de alta fidelidad (Stratagene) y una diana de restricción BamHI fue introducida 
usando los primers adecuados (Forward: 5’-CTATAGGGCGAATTGGGTACCG-3’; y 
reverse: para Alex3-GFP 5’-GGATCCTTCCTGACTCTTTGGGAACATCC-3’; para 
Alex3�Ct-GFP 5’-GGATCCAACATCCTTTCAGTCAGTT-3’; para Alex3(1-200)-GFP 5’-
GGATCCAAGCCTGCGCTGATTTTCGG-3’; para Alex3(1-106)-GFP 5’-
GGATCCCATCATCATCATCAGACCA-3’; para Alex3(1-45)-GFP 5’-
GGATCCATCACCAGAGCCACCCTCA-3’; para Alex3(1-41)-GFP 5’-
GGATCCCCAGAGCCACCCTCAGCCA-3’ y para Alex3(1-30)-GFP 5’-
GGATCCCTCAGCCATTTTCTCCTTG-3’). Todos los constructos generados fueron 
secuenciados con BigDye-Terminator v3.1 (Applied Biosystems). Las secuencias shRNAi 
fueron diseñadas contra la secuencia mRNA de Alex3 usando el software de diseño de 
primers siRNA v1.51 (Promega) y subclonados en el vector pVLTHM (Tronolab) a través de 
la digestión MluI/CLAI (New England Biolabs). La secuencia seleccionada para el shRNAi-
Alex3 fue 5’-cgcgtccccggctttaattgtcctaaatttcaagagaatttaggacaattaaagcctttttggaaat-3’; y la 
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secuencia scrambled shRNAi-control 5’-
cgcgtccccgcagctttaattgctctgggtaataatattcatattacccagagcaattaaagctgctttttggaaat-3’. El vector de 
expresión Armc10-myc y las secuencias shRNAi para esta proteína fueron obtenidos de 
Origene (MR204310 y TG515187). La secuencia seleccionada para el shRNAi-Armc10 fue 
5’- tcatgatgtggatgtgaaagagaaagctttcaagagaagctttctctttcacatccacatcatgattttttg-3’ y la secuencia 
scrambled shRNAi-control 5’-
tgaccaccctgacctacggcgtgcagtgctcaagaggcactgcacgccgtaggtcagggtggtcattttttg-3’. Para la 
generación de Armc10-GFP, la secuencia de Armc10 fue subclonada en el vector pEGFP-N3.  

Los vectores de expresión Miro1-myc, Miro2-myc, Miro Miro1�EF-myc, KIF1C-
myc, y Trak2-myc fue como previamente describió (MacAskill et al., 2009a; MacAskill et al., 
2009b).  Miro1 shRNAi (V2MM_72258, 
TGCTGTTGACAGTGAGCGCCCTGATTGCACTACTGAATTATAGTGAAGCCACAGAT
GTA TAATTCAGTAGTGCAATCAGGATGCCTACTGCCTCGGA; y una secuencia control 
scrambled) fueron provistos por Josef Kittler (UCL, Londres). La Aequorina mitocondrial fue 
previamente descrita por (Manjarres et al., 2008). Mito-PAGFP fue descrito (Karbowski et al., 
2004a). El DsRed mitocondrial (MitDsRed) fue una donación de Antonio Zorzano (IRB 
Barcelona. GST-Miro1 y GST-Miro�EF fueron donados por Josef Kittler (MacAskill et al., 
2009b). pcDNA-Wnt1 y pcDNA-�-catenin S33 fueron un regalo de Eduard Batlle (IRB 
Barcelona) y pcDNA-Fz2-HA, pcDNA-Wnt5a, pcDNA-Wnt11 y pcDNA-Dvl2 fueron 
donados por Paola Bovolenta (CBM, CSIC, Madrid). 

 

Animales 

Embriones y ratones postnatales OF1 (Iffra Credo, Lyón, Francia) fueron usados. La 
fecha de acoplamiento fue considerada como día embriónico 0 (E0) y el día de nacimiento el 
día postnatal 0 (P0). Los siguientes estadios de desarrollo fueron estudiados: E9, E10, E11, 
E12, E16, P6 P21 y Adulto. Los animales fueron anestesiados con 4% de halotano previo al 
sacrificio. 

 

Hibridación in situ 

Embriones y ratones postnatales fueron fijados con 4% paraformaldehido. Los 
cerebros fueron crioprotegidos, congelados y cortados en secciones coronales de 50 μm de 
grosor. La hibridación in situ fue realizada en secciones flotantes como describe (Garcia-
Frigola et al., 2004; Vitureira et al., 2005) usando ribopruebas marcadas con digoxigenina 
(Roche) transcritas del cDNA de Alex3. La digoxigenina fue inmunodetectada y desarrollada 
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con los sustratos de fosfatasa alcalina NBT y BCIP (Invitrogen). Las hibridaciones in situ 
“whole mount” fueron realizadas en embriones E9 a E12, que fueron fijados, deshidratados y 
rehidratados en diluciones seriadas de metanol (25-100%), y permeabilizados con 10 μg/μl 
Proteinasa K, esencialmente como describe (Garcia-Frigola et al., 2004). La hibridación e 
inmunodetección fueron realizados como se describe arriba. 

 

Anticuerpos 

Los anticuerpos policlonales contra Alex3 fueron generados por inyección de conejos 
con un péptido sintético de la proteína (369-LTERMFPKSQE-379).  

 

Cultivo celular y transfección 

Células HEK293AD o T fueron usadas para todos los experimentos. Las células 
fueron cultivadas en medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS),  
2mM glutamina, 120 μg/ml Penicilina y 200 μg/ml Estreptomicina y fueron mantenidos a 
37ºC en presencia de 5% CO2. Cuando alcanzaban confluencia, las células fueron 
tripsinizadas (0.25% w/v) y plaqueadas a la densidad deseada. Después de 2 días, las células 
fueron transfectadas usando Fugene6 (Roche Diagnostics), siguiendo las instrucciones del 
fabricante, y usando un ratio de DNA 1:1 cuando 2 constructos fueron transfectados. Para los 
análisis de inmunoprecipitación, un vector vacío fue usado para balancear el DNA 
transfectado cuando era necesario. Las células fueron procesadas como corresponde entre 24-
36h después de la transfección. 

Cerebros de ratón E16 fueron diseccionados en PBS conteniendo 0.6% glucosa y los 
hipocampos fueron diseccionados. Después de tratamientos con  tripsina (Invitrogen, 
Carlsbad, CA) y DNasaI (Roche Diagnostics), las piezas de tejido fueron disociadas mediante 
un suave pipeteo. Las células fueron entonces contadas y sembradas en cubres coatinizados 
con  0.5 mg/ml poly-L-lisina (Sigma-Aldrich) (para inmunocitoquímica) o en placas de 35-
mm Fluorodish (World Precision Instruments, Inc) para live-imaging en medio neurobasal 
(Gibco) con 2mM glutamax, 120 	g/ml Penicilina, 200 	g/ml Estreptomicina y suplemento 
B27 (Invitrogen, Carlsbad, CA), y fueron mantenidas a 37ºC en presencia de 5% CO2. Las 
células fueron cultivadas entre 7 y 15 días. La transfección de las neuronas fue llevaba a cabo 
entre 10-12 DIV para experimentos de inmunocitoquímica y a 4 DIV para live-imaging, 
usando Lipofectamina 2000 (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante, y usando 
un ratio de DNA 1:3 DNA cuando dos constructos eran necesarios. Las células fueron 
procesadas 24-48 h después de la transfección. La extensión y la ramificación de las neuritas 
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fue analizado como describe (Vitureira et al., 2010) en 3 grupos experimentales (GFP-control, 
Alex3-GFP/m-Cherry y shRNAi-Alex3). 

 

Tratamiento con inhibidores farmacológicos 

Wnt3a recombinante de ratón fue usado a 200 o 400 ng/ml, Wnt5a recombinante de 
ratón fue usado a 400 o 800 ng/ml (R&D Systems), LiCl y SB216763 (Sigma Aldrich) fueron 
usados como inhibidores de GSK3� a 10 mM y 10 μM respectivamente, MG-132 (Merck-
Calbiochem) fue usado como inhibidor del proteosoma a 10 μM, SP600125 (Sigma-Aldrich) 
fue usado como un inhibidor de Jun-kinasa a 10 μM, KN62 (Bioscience) fue usado como un 
inhibidor de CAMKII a 25 μM, Cypermetrina (Biogen) fue usado como inhibidor de 
Calcineurina a 10 μM, Casein kinasa II inhibitor I (Merck-Calbiochem) fue usado como un 
inhibidor de CK2 a 100 μM, Calphostin C (Merck-Calbiochem) fue usado como inhibidor de 
PKC a 1 μM y BAPTA/AM (Merck-Calbiochem) fue usado como un quelante de calcio 
intracelular a 20 μM. Estas drogas y reactivos fueron usados 4 h después de la transfección. 
TPA (Merck-Calbiochem) fue usado como un activador de PKC a 1 μM 19 h después de la 
transfección. 24 h después de la transfección todas las células fueron fijadas o lisadas para 
inmunocitoquímica o WB respectivamente. 

 

Inmunocitoquímica 

Células HEK293 o neuronas fueron fijadas en 4% paraformaldehido. Después de la 
fijación, las células fueron permeabilizadas con Tritón X-100 en PBS y bloqueadas con buffer 
de bloqueo (10% FBS, 0,2 M glicina, 0,1% Tritón X-100 y 0,05% deoxicolato en PBS-0,2% 
gelatina) por 1 h a temperatura ambiente. Para marcar las células, los siguientes anticuerpos o 
marcadores fueron usados: rabbit anti-Alex3 (1:300, HEK293AD) (1:100, neuronas), rabbit 
anti-Armc10 (1:250, Sigma Aldrich), rabbit anti-GFP (1:500, Invitrogen), mouse anti-myc 
(1:500, Santa Cruz), mouse anti-�-catenin (1:500, Beckton Dickinson)  y Phalloidin-TRITC 
(1:1000, Sigma-Aldrich) en buffer de bloqueo por 2 horas y con los correspondientes 
anticuerpos secundarios marcados con fluorocromos (Alexafluor 546 o 488, Invitrogen, 
Carlsbad, CA). Los núcleos fueron marcados con el marcador específico Hoechst-33342. 
Cuando era necesario, el marcaje de las mitocondrias fue llevado a cabo con el marcador 
selectivo, MitoTracker Orange CM-H2TMRos (1:2000, Molecular Probes, Invitrogen) en 
medio de cultivo por 30 minutos a 37ºC previo a la fijación celular. Todas las muestras fueron 
luego montadas en Mowiol. 
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Microscopia electrónica 

La microscopia electrónica de transmisión fue realizada en células HEK293AD o 
neuronas con el constructo de expresión Alex3 o un vector vacío como control. Las células 
fueron crecidas en cubres de cristal por 24h después de la transfección y fijadas con 2.5% 
glutaraldehido en 0,12 M buffer fosfato (PB). Luego fueron post-fijadas con 1% tetróxido de 
osmio, deshidratadas en acetona y embebidas en Epon. Secciones ultrafinas fueron obtenidas 
con un ultramicrotomo (Leica Ultracut UC6, Viena, Austria) y recogidas en rejillas formvar 
coatinizadas. Las secciones fueron marcadas con 2% acetato de uranilo. La inmunodetección 
de Alex3 fue llevada a cabo en las mismos cultivos. Las células fueron fijadas con 1% 
glutaraldehido-1% paraformaldehido en 0,12 M PB y lavadas 3 veces con 50mM glicina en 
0,12 M PB. Las células fueron luego embebidas en 12% gelatina y embebidas con 2,3 M 
sacarosa. Los cubres fueron congelados en nitrógeno liquido y las criosecciones fueron hechas 
en el ultra criomicrotomo (Leica EM Ultracut UC6/FC6, Viena, Austria. Secciones ultrafinas 
fueron recogidas en 2% metilcelulosa – 2,3 M sacarosa e incubadas en 2% gelatina en PBS 
por 20 minutos. Las células fueron luego secuencialmente bloqueadas en 50 mM glicina por 
15 minutos, 10% FBS por 10 minutos y 5% FBS por 5 minutos. Luego fueron incubadas con 
el anticuerpo Alex3 (1:100) en una solución con PBS con 5% FBS. Repeticiones de lavados 
fueron realizadas y Proteína A acoplada a partículas 10nm de oro (Cell Microscopy Center, 
Department of Cell Biology, University Medical Center Utrecht, Holanda) fueron añadidas a 
la solución de incubación en una dilución de 1:60. Repeticiones de lavados en PBS y agua 
destilada fueron realizadas previas a la observación. En los experimentos control, el 
anticuerpo primario anti-Alex3 fue omitido. No hubo marcaje de inmunogold en estas 
condiciones. Neuronas hipocampales transfectadas con Alex3GFP (6 DIV) fueron 
inmunomarcadas con anticuerpos anti-GFP y procesadas con una reacción de HRP. Después 
del desarrollo con DAB, las muestras fueron osmificadas, embebidas en Araldita y 
seccionadas en un ultramicrotomo. Secciones ultrafinas fueron marcadas con citrato de 
plomo. Las muestras fueron visualizadas en un microscopio Tecnai Spirit (FEI, Holanda). Las 
micrografías fueron obtenidas con una cámara CCD SIS Megaview III. 

 

Live Imaging y cuantificación del transporte axonal de mitocondrias 

Células HEK293AD y neuronas hipocampales fueron sembradas en placas Fluorodish 
(World Precision Instruments, Inc) coatinizadas con Poly-L-lisina y transfectadas con Alex3-
GFP, MitDsRed o Mito-PAGFP y filmadas 24 a 48 horas después de la transfección usando un 
microscopio confocal Leica TCS SP2 (Leica Microsystems) equipado con un objetivo de 
inmersión en aceite a 63x. Todos los cultivos fueron mantenidos a 37ºC usando un calentador 
insertado en el microscopio y una cámara de incubación permitiendo la circulación de un 
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mezcla de aire caliente con CO2 (5%) controlado para el control del pH. Para la agregación 
mitocondrial en células HEK293AD transfectados, series de imágenes en lapsos de tiempo 
compuestas por 10 imágenes (512x512 px) fueron tomadas cada 5 minutos durante 6 horas 
usando Leica Confocal Software (Leica Microsystems). Las películas fueron generadas a 10 
fotogramas por segundo. Para los análisis de fusión mitocondrial en células HEK293T, series 
de imágenes en snack a lo largo del tiempo fueron compuestas de 7 imágenes (512x512 px) y 
fueron tomadas cada 6 segundos durante 15 minutos. Las películas fueron generadas a 7 
fotogramas por segundo. Para la medición del transporte axonal de mitocondrias, los procesos 
axonales en neuronas transfectadas fueron identificados siguiendo un criterio morfológico, y 
la direccionalidad fue determinada para cada axón. Las mitocondrias axonales fueron 
captadas con un zoom digital adicional de 1.7x. Stacks de series de imágenes en lapsos de 
tiempo compuestas de 5 imágenes (512x512 px) fueron tomadas cada 6 segundos durante 15 
minutos. Las 151 imágenes obtenidas fueron procesadas principalmente con Leica Confocal 
Software. El resto de procesamiento de imágenes, análisis, compilación de los videos (10 
fotogramas por segundo) y edición fue hecho con el software de ImageJ software (versión 
1.43K, NIH, USA). Las quimografías fueron generadas con el Software de MetaMorph 
(Molecular Devices - MDS Analytical Technologies). En experimentos de sobreexpresión, 42 
axones fueron captados y analizados para cada condición, mientras que en experimentos de 
silenciamiento 22 axones por grupo fueron grabados. En todos los casos las mitocondrias 
fueron consideradas móviles cuando estas se movían más de 0,5 μm durante 1 minuto de 
grabación. Las distancias y velocidades del transporte retrógrado y anterógrado fueron 
medidas separadamente a partir de las quimografías correspondientes, como previamente 
describe (De Vos and Sheetz, 2007) y ningún plugging de trazado fue usado. El Software de 
ImageJ fue usado para cuantificar la longitud mitocondrial. El primer fotograma de cada 
video fue digitalmente procesado y marcado el umbral (usando el algoritmo de Yi), y la 
distancia más larga entre 2 puntos a través del límite de la selección (Feret’s parameter) fue 
medido para todas las mitocondrias. Para asegurarse la relevancia entre axones, 
independientemente del número de mitocondrias que poseían, una media de longitud fue 
calculada para cada neurona y luego la media fue calculada entre axones. 

 

Extractos de proteína y Western Blot 

Células HEK293AD fueron obtenidas y lisadas en Laemmli Buffer (LB) a 98ºC por 5 
min. Los extractos de cerebro fueron obtenidos por homogenización en lisis buffer (50 mM 
HEPES; 150 mM NaCl; 1,5 mM MgCl2; 1 mM EGTA; 10% glicerol; 1% Tritón X-100; cóctel 
de inhibidores de proteasas (Roche Diagnostics Gmbh), 1 mM NaF, 0.5 M sodio pirofosfato y 
200 mM ortovanadato). 20 μg de proteína para cada muestra fue cargado y corrido en geles de 
poliacrilamida a 100 V. Las transferencias en membranas de nitrocelulosa fueron llevadas a 
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cabo en  120 mM glicina, 125 mM Tris, 0.1% SDS, y 20% metanol a 35 V o.n. Las 
membranas fueron entonces bloqueadas en leche en polvo al 5% en TBS e incubadas con 
anticuerpos primarios anti-Alex3 (1:2000), anti-Armc10 (1:1000, Sigma-Aldrich), anti-GFP 
(1:1000, Invitrogen), anti-myc (1:2000, Santa Cruz Biotechnologies), anti-KHC (1:1000, 
Millipore), anti-�-catenina (1:1000, Beckton Dickinson) o anti-HA (1:1000, Invitrogen). Anti-
actina (1:1000, Chemicon, Temecula, CA) o �-tubulina (1:50.000, Atom) fueron usados como 
control de carga. Los anticuerpos secundarios acoplados a HRP fueron usados en diluciones 
1:2500 en TBS conteniendo 5% de leche en polvo. El marcaje fue visualizado con ECL plus 
(Amersham Pharmacia Biotech). 

 

Inmunoprecipitación 

Células HEK293AD fueron lisadas usando un buffer que contenía 50 mM Tris-HCl 
pH7.5; 150 mM NaCl; 1.5mM MgCl2; 5 mM EDTA; 1% Tritón-100; 10% glicerol; cóctel de 
inhibidores de proteasas (Roche Diagnostics Gmbh); 1 mM NaF; 0.5 M sodio pirofosfato y 
200 mM ortovanadato. 500 	g de proteína total por muestra fue usado para cada ensayo de 
inmunoprecipitación. Los homogenados fueron incubados con anti-GFP (1:500, Invitrogen), 
anti-myc (1:500, Santa Cruz Biotechnology), a 4ºC o.n. Todos los ensayos fueron realizados 
usando bolas de proteína G-Sefarosa (Sigma-Aldrich) por 2 h a 4ºC. En los ensayos realizados 
en presencia de Ca2+, EDTA y EGTA fueron omitidos del lisis buffer y el Ca2+ fue añadido a 
una concentración final de 2 mM. Después de la incubación con la proteína G-Sefarosa, las 
muestras fueron lavadas 5 veces en buffer de lavado (10 mM Tris-HCl pH8, 500 mM NaCl, 1 
mM EDTA, 1 mM EGTA, 1% Tritón X-100, 0.5% NP-40) en el que el EDTA y EGTA fueron 
sustituidos de nuevo por 2 mM Ca2+ cuando era necesario. LB fue añadido a las bolas y 
fueron hervidas a 98ºC por 5 min. Las proteínas fueron luego analizadas por SDS-PAGE y 
WB. 

 

GST pull-down 

Proteínas fusionadas a GST (GST-Miro1; GST-Miro1� EF) fueron producidas en E.
coli y purificadas como describió previamente (Kittler et al., 2006). Los lisados de cerebro 
(cerebro adulto) fueron solubilizados en un buffer que contenía 50mM HEPES, 125 mM 
NaCl, 1% Tritón, 2 mM EDTA, 3mM EGTA, 1 mM PMSF, y antipaina, pepsatina y 
leupeptina a 10 mg/ml. Las proteínas fusionadas a GST acopladas a las bolas de Sefarosa (30 
	g) fueron expuestas a 20 mg de lisado de cerebro con concentraciones variantes de [Ca2+]. El 
material unido fue lavado 5 veces en el buffer descrito arriba previo a la elución con el buffer 
con SDS. Los WB fueron llevados como se ha descrito arriba. 
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Determinación de los parámetros bio-energéticos y el manejo de Ca2+ 

Para la cuantificación del número de copias de mtDNA, el DNA total fue extraído 
usando el minikit QIamp DNA (QiAgen, GmbH, Alemania). El contenido de mtDNA humano 
(células HEK293) fue medido por el método de realtime PCR usando el sistema de Real Time 
PCR de Applied Biosystems 7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA) como describe 
(Andreu et al., 2009). La cantidad de mtDNA fue corregida por medición simultánea de una 
copa única del gen RNAse P nuclear. El número de copias de mtDNA en las neuronas de 
ratón fue realizado mediante el análisis de 2 genes mitocondriales (Rnr2 y Nd4), y por 
motivos de normalización, una copia única del gen Ang1 nuclear fue también analizado. Los 
ensayos fueron realizados usando el sistema de Real Time PCR ABI PRISM 7500 (Applied 
Biosystems). Para el gen Rnr2, el mtDNA fue amplificado entre las posiciones nucleotídicas 
2470 y 2542 con el primer forward 5’-AATGGTTCGTTTGTTCAACGATT-3’; primer 
reverse: 5’-AGAAACCGACCTGGATTGCTC-3’; prueba: 5’-6FAM-
AAGTCCTACGTGATCTGAGTTMGB-3’. Para el gene Nd4, el mtDNA fue amplificado 
entre las posiciones de nucleótidos 11060 y 11151 con el primer forward: 5’-
TGCATCAATCATAATCCAAACTCCATGA-3’; primer reverse: 5’-
GGCAGAATAGGAGTGATGATGTGA-3’; prueba: 5’-6FAM-CCATGTGCGATTATTAG-
MGB-3’. El número de copias de Ang1 fue analizado usando un ensayo de expresión del gen 
prediseñado Taqman MGB Mm00833184_s1 (que detecta el DNA genómico, como si la 
diana estuviese enteramente localizada entre el exón 2 de ang1). Las curvas de calibración 
obtenidas a partir de plásmidos que contenían 1 copia de las secuencias diana fueron usadas 
para calcular el número de copias absoluto de mtDNA y nDNA. Los resultados fueron 
expresados como copias de Rnr2 y Nd4 por copia de Ang1. 

Para la determinación de la actividad enzimática de la cadena respiratoria mitocondria, 
homogenados de cultivos neuronales (pWPI, PWPIAlex3 y pLVTHM-shRNAi control y 
Alex3) fueron obtenidos como describe (Medja et al., 2009) y mantenidos a -80ºC hasta su 
análisis. La actividad para el complejo IV y la actividad de la citrato sintasa (CS) del ciclo de 
Krebs fueron determinadas siguiendo los métodos previamente descritos (Medja et al., 2009) 
y mostrados por mg de proteína. Las actividades enzimáticas de la cadena respiratoria 
mitocondrial fueron también referidas respecto a la actividad de la CS para normalizarlas por 
contenido mitocondrial. 

El consumo de oxígeno fue medido usando un electrodo tipo Clark (Hansatech, 
Norfolk, Inglaterra) a 37ºC, con continua agitación. Las células fueron recogidas por 
tripsinización, precipitadas por centrifugación, contadas y resuspendidas en DMEM que 
contenía 1 mM piruvato. Los ratios de respiración fueron monitorizados antes y después de la 
adición de 3 μM carbonyl cyanide ptrifluoromethoxyphenylhydrazone (FCCP), un 
desacoplante mitocondrial, o de 1,5 mM KCN, este último para sustraer el oxígeno. 
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El potencial de membrana mitocondria fue analizado usando JC-1 Assay kit 
(M341512, Invitrogen) (Salvioli et al., 1997). Brevemente, 5x106 neuronas hipocampales 
cultivadas fueron resuspendidas en medio de cultivo (1ml) e incubadas con o sin 150 nM 
CCCP a 37ºC 5%CO2 por 5 minutos (usadas como control positivo) y luego con 4 μM JC1 
por 30 minutos adicionales. Las células fueron posteriormente lavadas y resuspendidas en 500 
μl PBS y las señales de fluorescencia roja y verde fueron analizadas con un citómetro de flujo. 

Para los análisis de bioluminiscencia, células HEK293T fueron sembradas en placas 
de 4 pocillos (15 mm de diámetro) a 3-5 x 104 células/pocillo. La recaptación de Ca2+ 
mitocondrial fue medida usando una aequorina mitocondrial fusionada con GFP (mitGA) 
como la prueba de Ca2+ (Manjarres et al., 2008; Manjarres et al., 2011) Células HEK293T 
fueron sembradas en placas de 4 pocillos (15 mm de diámetro) a 3-5 x 104 células/pocillo, 
transfectadas con 0,1 μg de mitGA y 0,4 μg de Alex3 (o pcDNA3 en el control) usando 
Lipofectamina 2000 (Invitrogen) y cultivadas por 24 h. En experimentos en paralelo con 
Alex3-GFP encontramos expresión mitocondrial en >70% de las células. Aequorina fue 
reconstituida con 1 μM coelenterazine por 60 minutos en medio libre de Ca2+ antes de las 
mediciones de concentración de Ca2+ mitocondrial ([Ca2+]M) en solución estándar de la 
siguiente composición (en mM): NaCl, 145; KCl, 5; CaCl2, 1; MgCl2, 1; glucosa, 10; sodium-
HEPES, 10, pH 7,4. Luego, las células fueron perfundidas con la solución estándar a 3-5 
ml/minuto a 22ºC y la luminiscencia fue medida con el luminómetro Cairn Research 
(Manjarres et al., 2008). Los experimentos fueron siempre terminados por perfusión con una 
solución que contenía 100 μM digitonin y 10 mM Ca2+ con el fin de liberar todos los residuos 
de luz. Las calibraciones en [Ca2+] fueron realizadas usando los valores publicados 
previamente en (Montero et al., 2000). En los experimentos con células permeabilizadas, las 
células fueron perfundidas con una solución similar a la intracelular que contenía (en mM): 
KCl, 140; KH2PO4, 1; succinato de sodio, 2; piruvato de sodio, 1; MgCl2, 1; Mg-ATP, 1; 
sodium-HEPES, 20; pH 7,2. Las células fueron permeabilizadas por incubación con 60 μM 
digitonina en una solución libre de Ca2+ (2 mM EGTA) por 1 minuto. Luego, la perfusión fue 
cambiada por medio suplementado con buffers EGTA o EGTA-Ca2+ para lograr la [Ca2+] 
(Bers et al., 1994). 

 

Análisis de fusión mitocondrial 

Análisis de correlación de intensidad fueron realizados para las imágenes de 
fluorescencia del rojo (MitDsRed foto-bleached) y el verde (mito-PAGFP fotoactivado)  
usando software de imagenes. Las imágenes de PDM (Product of the Differences from the 
Mean)  a partir de los productos (+,+) fueron obtenidas (Li et al., 2004a) y los niveles totales 
de intensidad de la célula fueron usados para calcular los ratios de fusión mitocondrial. 
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Análisis estadístico  

Los datos fueron analizados con el Igor Pro (WaveMetrics) y Origin 5.0 (Microcal 
Software) usando el test de la t de Student o el test de Mann–Whitney–Wilcoxon (MWW) 
para los datos no paramétricos. La significación estadística fue fijada a p<0.05; * indica 
p<0.05, ** p<0.01 y *** p<0.001. 

 

Análisis de cuantificación 

Para la cuantificación de los fenotipos mitocondriales, las células fueron divididas en 
“Normal” para representar las células con un fenotipo indistinguible de células control, 
“Aggregated” referidas al fenotipo mitocondrial con un cluster de mitocondrias al lado de la 
zona perinuclear, y “Altered” que representa un fenotipo intermedio. Entre 113 y 344 células 
fueron cuantificadas para cada condición a partir de 2 experimentos independientes. Para la 
cuantificación de WB, el software “Gel-Pro Analyzer” fue usado. El valor IOD fue 
normalizado con respecto al valor control “Alex 3” y los resultados fueron mostrados debajo 
de las imágenes. Los valores por debajo de “0,05” fueron considerados como 0. 
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Capítulo I: Las proteínas mitocondriales codificadas por el cluster de genes específico de 
euterios Armcx regulan el tráfico neuronal e interaccionan con el complejo 
KHC/Miro/Trak2 

 

El cluster Armcx se originó durante la evolución temprana de los placentarios. 

Para ganar una mayor profundidad en la función de los genes Armcx (Alex), nosotros 
exploramos los genomas de humano y ratón por secuencias similares. Interesantemente, 
encontramos un set de genes codificantes para el dominio no caracterizado DUF634 que 
incluía a la proteína Armcx3 (www.ebi.ac.uk/interpro/DisplayIproEntry?ac=IPR006911) y 
que se encuentran localizados en la misma región de los cromosomas X de humano (Xq22.1) 
y de ratón (X56/57cM), con la única excepción del gen Armc10/SVH, que se localiza en el 
cromosoma 7º en humanos y en el 5º en ratones. Esta organización inusual dio lugar a que 
analizáramos la génesis evolutiva de esta familia de genes (Figura 1a). Seis homólogos, 
llamados Armcx1-6 y un pseudogen (ver Figura. 1a), están dispuestos en un único cluster en 
una porción del cromosoma X, que fue propuesta de ser específica de los mamíferos 
placentarios (Winter and Ponting, 2005). Posteriormente revisamos todos los genomas de 
vertebrado y notamos la ausencia de los genes Armcx en los mamíferos no euterios, dicese 
monotremas y marsupiales, y en los vertebrados no mamíferos, y su consistente presencia en 
todos los mamíferos euterios, incluyendo la rama más temprana del armadillo (Figura 2, 3 y 
4). Por lo tanto, el cluster Armcx se originó al principio o en una radiación temprana de los 
mamíferos euterios más avanzados (Figura 1a). Además, el pariente filogenético más cercano 
a los genes Armcx, el gen Armc10, esta presente en una copia única en todos los genomas de 
vertebrados analizados, incluyendo los descendientes de la rama más temprana de los 
mamíferos (monotremas y marsupiales) y euterios. También, los análisis filogenéticos 
posicionan al gen Armc10 como un grupo hermano de todos los genes Armcx (Figura 2) y la 
predicción in silico enfatiza la presencia de seis dominios similares a armadillo en el extremo 
carboxy-terminal de todas las proteínas (Figura 1b). Todos los dominios armadillo predichos 
incluyen las 3 características hélices � ricas en aminoácidos hidrofóbicos (Figura 5). Además, 
la mayoría de las proteínas Armcx incluyen péptidos señal (tales como un señal N-terminal 
con un potencial dominio transmembrana), una señal de localización nuclear y secuencias 
putativas de diana mitocondrial (Figura 1b), de acuerdo con nuestra información que indica 
que los genes Armcx se encuentran en la mitocondria (ver más abajo). En conjunto, estas 
observaciones sugieren que estas proteínas tienen tiene unas funciones fisiológicas o celulares 
similares. Asimismo, inusualmente, todas las secuencias codificantes de los genes Armcx 
están localizadas en un único exón, mientras que Armc10 es un típico, gen multi-exónico, con 
la secuencia codificante dividida en por lo menos 8 exones. 
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Figura 1: El cluster de genes Armcx, que codifica para las proteínas que contienen dominios armadillo y 
localizan en mitocondrias, aparecieron en el cromosoma X de los mamíferos euterios después de divergir 
de los Methaterians (marsupiales) y están predominantemente expresadas en cerebro. (a) El origen 
evolutivo del cluster Armcx en Eutherians, a través de la retrotransposición del gen autosómico Armc10 (flecha 
curvada) y la duplicación en tándem en el cromosoma X ancestral de euterios. (b) Representación esquemática 
de la familia Armc10/Armcx. Están altamente conservados en el dominio C-terminal (DUF463) que consiste en 
hasta 6 repeticiones en tándem armadillo o similares a armadillo. En contraste la región N-terminal no esta 
relacionada entre los miembros y es altamente variable en longitud y secuencia, aunque varios miembros 
comparten diferentes trazos comunes, tales como un péptido señal N-terminal con un potencial dominio 
transmembrana, una secuencia de localización mitocondrial y una señal de localización nuclear.  (c) La expresión 
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de los mRNAs Armcx en el cerebro de ratón y la localización subcelular de las proteínas Armcx. Los paneles 
superiores muestran una hibridación in situ demostrando la alta expresión de los genes Armc10, Armcx1, 
Armcx2 y Armcx6 en el hipocampo, neocortex y tálamo. Los paneles inferiores muestran la localización 
mitocondrial de las proteínas Armc10, Armcx1, Armcx2 y Armcx6 después de la transfección de los cDNAs con 
el epítopo myc en células HEK293AD. Las mitocondrias fueron marcadas con el marcador mitocondrial 
MitoTracker (rojo) y el núcleo fue marcado con Hoechst (azul). Barra de escala: paneles superiores 1mm; 
paneles inferiores 10 μm. 

Figura 2: Relaciones filogenéticas del clúster de genes Armcx. Las secuencias del clúster de genes de euterios 
Armcx y el gen de vertebrados Armc10 fueron cogidas de las bases de datos de Ensembl (www.ensembl.org) y 
NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov), y fueron corregidas manualmente cuando fue necesario. Los árboles de 
deducción bayesiana (BI) fueron deducidos usando MrBayes 3.1.2 (Huelsenbeck and Ronquist, 2001). Por 
consenso, la convergencia fue alcanzada cuando el valor de la desviación estándar de la separación de las 
frecuencias permanecía por debajo de 0,01. El “burn-in” fue determinado mediante colocación de parámetros a 
través de todos los tests para un análisis dado: todos los árboles previos al estacionamiento o convergencia 
fueron descartados y los árboles consenso fueron calculados para los árboles restantes. Dos MrBayes runs de 
1.500.000 de generaciones cada uno fueron usados. Las proteínas �-Catenina que contienen dominios armadillo 
de humano y Drosophila fueron usadas como outgroups. Abreviaciones: Hs, Homo sapiens; Mm, Mus musculus; 
Amphioxus, Branchiostoma floridae; Zebrafish, Danio rerio; Zebrafinch, Taeniopygia guttata; Platypus, 
Ornithorhynchus anatinus; Opossum, Monodelphis domestica. 
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Figura 3: El cluster Armcx en los genomas de mamíferos. Los grupos principales entre los euterios (en rojo) 
fueron supervisados para verificar la presencia/ausencia del clúster de genes Armcx, y un animal representativo 
para cada clado fue supervisado en la base de la disponibilidad más apropiada del genoma. La presencia/ausencia 
de los genes individuales, el gen “linkage” y cromosoma (si estaba disponible, en otros casos los “scaffolds” y 
los datos “contig” fueron indicados) se muestran. Las búsquedas fueron realizadas por tBlastn con cada gen 
humano Armcx contra los genomas de ratón (Mus musculus), erizo (Erinaceus europaeus), panda (Ailuropoda 
melanoleuca), cerdo (Sus scrofa), elefante (Loxodonta africana), y el armadillo (Dasypus novemcinctus). Las 
secuencias identificadas fueron comparadas recíprocamente contra las bases de datos de NCBI y en todos los 
casos el gen-class original Armcx fue recuperado, indicando una correcta identificación y ortología. Para el 
armadillo y el erizo, un MegaBlast contra los archivos disponibles de trazas de genoma de baja cobertura fue 
realizado, las trazas de los archivos montadas, el CDS reconstruido y comparado de nuevo con NCBI. Las líneas 
de puntos indican vínculos desconocidos en genomas no montados o baja cobertura genómica. Las relaciones 
filogenéticas entre los mamíferos fueron obtenidas del Tree of Life Web Project (http://talweb.org/tree). Los 
números de acceso y el porcentaje de identidad con respecto a los genes humanos están mostrados en la Figura 4. 

 

De acuerdo con los datos indicados arriba, es probable que todo el cluster Armcx se 
originará en una evolución temprana de los mamíferos euterios por retrotransposición de un 
mRNA de Armc10, y luego por eventos consecutivos de duplicación en tándem en un región 
de evolución muy rápida en el cromosoma Xq (Winter and Ponting, 2005), que también 
incluiría a los genes relacionados con Armcx Gasp 1-3 (G-protein coupled receptor) (Simonin 
et al., 2004). 

El preciso punto de inicio de la generación del cluster Armcx, cuando las innovaciones 
principales del grupo de los mamíferos tomaron lugar, como por ejemplo el origen de una 
bien desarrollada placenta, o el incremento en la complejidad del SNC y el aumento del 
neocórtex (Puelles, 2001), sugieren que este cluster tendría funciones relacionadas con los 
procesos arriba indicados. Por lo tanto, el origen del cluster Armcx puede haber estado ligado 
al aumento del neocórtex, ya que los marsupiales carecen del cluster Armcx pero tienen una 
placenta primitiva.  

A continuación analizamos la expresión de los genes Armcx durante el desarrollo 
embrionario, y en el cerebro adulto. En los estadios embrionarios, Armc10 y los genes 
Armcx3-6 estaban altamente expresados en los tejidos neurales en desarrollo, en los derivados 
de la cresta neural y en las extremidades, así como en otros tejidos que eran específicos de 
cada gen (Figura 6). También encontramos que los genes Armc10 y Armcx 1-6 estaban
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Armcx cluster     position

Rodentia�(mouse) �����Chr�X�

Primates�(human) �����Chr�X�

Insectivora�(hedgehog) ������� scaffolds�8600/8277/212540� �

Carnivora�(panda) �����������contig�NW_003219143�

Artiodactyla�(pig) ����Chr�X�

Proboscidea�(elephant) scaffold�130�

Marsupialia�(opossum) �����������

Monotremata�(platypus) ��������

Cluster�origin� 4 1 6 3 2 5

4 1 6 3 2 5

4 1 6 3 2 5

4 1 6 3 5

4 1 6 3 2 5

4 1 6 3 2 5

4 1 6 3 2 5

2

absent
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Mouse (Mus musculus) from NCBI.  
Cluster on chromosome X.    Identity with human 
Armcx1  NM_001166380.1   83 % 
Armcx2  NM_001166398.1   78 % 
Armcx3  NM_027870.3    97 % 
Armcx4  XM_003085297.1   49 % 
Armcx5  NM_001009575.4   57 % 
Armcx6  BC027264.1    70 % 

Panda (Ailuropoda melanoleura) from NCBI.  
Cluster on “unknown” chromosome.   Identity with human 
Armcx1  XM_002929434.1   87 % 
Armcx2  XM_002929438.1   81 % 
Armcx3  XM_002929437.1   96 % 
Armcx4  XM_002929439.1   55 % 
Armcx5  XM_002930095.1   79 % 
Armcx6  XM_002929435.1   79 %  

Pig (Sus scrofa) from NCBI.  
Cluster on chromosome X.    Identity with human 
Armcx1  XR_131289.1    85 % 
Armcx2  XM_00313255.1    73 %    
Armcx3  XM_003135254.1   97 % 
Armcx4  FQ790386.1    49 % 
Armcx5  XM_003135279.2   78 % 
Armcx6  XM_003135250.1   73 % 

Elephant (Loxodonta africana) from Ensembl.  
Cluster on SuperContig Scaffold 130.   Identity with human 
Armcx1  ENSLAFG00000022433   82 %  
Armcx2  ENSLAFG00000018583   79 % 
Armcx3  ENSLAFG00000010556   92 % 
Armcx4  ENSLAFP00000018412   82 % 
Armcx5  ENSLAFG00000000902   76 % 
Armcx6  ENSLAFG00000004154   77 % 

Hedgehog (Erinaceus europaeus) from Ensembl.  
Scaffolds 8600, 8277, 212540. Armcx5 on trace archives. Identity with human 
Armcx1  ENSEEUG00000000538   92 % 
Armcx2  ENSEEUG00000013814   70 % 
Armcx3  ENSEEUG00000013753   93 % 
Armcx4  ENSEEUG00000013162   69 % 
Armcx5* gnl|ti|909705256 gnl|ti|957554472  73% 
Armcx6  ENSEEUG00000013653   pseudogene 

Armadillo (Dasypus novemcinctus) from NCBI.  
No cluster information, data from trace archives.  Identity with human 
Armcx1  gnl|ti|1891262384 gnl|ti|1735592015 89 % 
Armcx2  gnl|ti|1811035815 gnl|ti|564577598 58 % 
Armcx3  gnl|ti|1903926904 gnl|ti|1735565621  

gnl|ti|2010966194   95 % 
Armcx4* gnl|ti|1902936902 gnl|ti|1951032021 

gnl|ti|1889455894 gnl|ti|596298443 87 % 
Armcx5  gnl|ti|564709143 gnl|ti|1813998210 78 %  
Armcx6  gnl|ti|600334115 gnl|ti|1891329374 
  gnl|ti|1895135737   75 % 
Figura 4: Porcentajes de similaridad entre los genes Armcx. Los números de acceso del clúster de genes 
Armcx de la Figura 3 fueron cogidos a partir de las bases de datos NCBI o Ensembl (actualizado en Julio de 
2011), o a partir de la reconstrucción de las secuencias codificantes de los archivos de traza de genomas.  
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?BLAST_SPEC=TraceArchive&BLAST_PROGRAMS=megaBlast&PA
GE_TYPE=BlastSearch). Los porcentajes de identidad entre cada proteína y su ortólogo humano están 
indicados en la derecha. * CDS parcial. 
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largamente expresados en el tejido nervioso adulto, especialmente en el cerebro anterior, 
incluyendo la corteza cerebral, el hipocampo y el tálamo (Figura 1c; Figura 7b). Así, 
concluimos que los genes Armcx codifican para un set de proteínas específica de euterios y 
que está altamente expresada en el tejido neuronal. 

Figura 5: Alineamiento de la región carboxy Terminal (dominio DUF 634) de los Armc10 y Armcx1-6. Los 
dominios armadillo fueron identificados por una combinación de programas de predicción1-4 y la similaridad 
entre los genes Armcx (líneas de abajo) esta indicada por los rectángulos verdes numerados encima de la 
secuencia. Una caracterización más a fondo de las 3 hélices � características de los dominios armadillo 
individuales (Kippert and Gerloff, 2009) fue realizada por el Software HHPred, que identificó5, con la excepción 
de algunos dominios en la proteína divergente Armcx6, 3 hélices � con tamaños que concuerdan con los 
dominios armadillo (sombra gris). Los residuos hidrofóbicos en estas hélices que están consistentemente 
conservados en posición están remarcados en negrita. 

1. Uniprot: www.uniprot.org 
2. Prosite: prosite.expasy.org 
3. Interproscan: www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/ 
4. Búsqueda de dominios conservados y CDArt: www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/ 
5. toolkit.lmb.uni-muenchen.de/hhpred 

 



Resultados – Capítulo I   87 
 

 

Figura 6: Patrón de expresión de los transcriptos de Armc10 y Armcx3, 5 y 6 en embriones murinos de 
edad E10. Hibridación in situ ‘in toto’. Destaca la marca de muchas estructuras neurales incluyendo el cerebro, 
también como otros tejidos, incluyendo las extremidades posteriores y los derivados de la cresta neural. Barra de 
escala: 2mm. 

 

Los genes Armcx y Armc10 codifican para proteínas que se localizan en la mitocondria 

Para estudiar la localización subcelular de los productos de los genes Armcx, células 
HEK293AD fueron transfectadas con cDNAs codificantes para las proteínas “full-length” 
fusionadas a los epítopos EGFP o myc. De acuerdo con las predicciones de los dominios 
descritos arriba, todas las proteínas Armcx testadas (Armcx1, 2, 3, y 6) fueron localizadas 
principalmente en la mitocondria, lo que fue visualizado por el marcaje celular con 
MitoTracker (Figura 1c; Figura 8). Marcaje nuclear también fue visto ocasionalmente en 
algunas células (no mostrado). Interesentemente, la transfección con el cDNA codificante para 
Armc10 (a partir del cual el resto de miembros ha evolucionado) dio lugar a un patrón 
idéntico de marcaje mitocondrial (Figura 1c). Muchas de las células transfectadas con los 
cDNAs Armcx 1, 2, 3, 6 y Armc10 muestran una red mitocondrial alterada, en la cual las 
mitocondrias se encuentran agregadas en la región perinuclear (Figura 7a; Figura 8). Así, 
concluimos que el cluster Armc10/Armcx codifica para una nueva familia de proteínas 
mitocondriales que posiblemente regulan la distribución y dinámica mitocondrial. 

Para ganar una mayor profundidad en el papel funcional de las proteínas Alex, 
nosotros nos enfocamos en Alex3 (Garcia-Frigola et al., 2004). Generamos anticuerpos contra 
un péptido sintético correspondiente a la secuencia de Alex3 (369-379aa). Después de la 
transfección de Alex3 en células HEK293AD, estos anticuerpos reconocían esta proteína en 
Western Blots (WBs) (en los tamaños predichos) y en las preparaciones para 
inmunofluorescencia (Figura 7a). Una banda similar fue detectada en WBs de lisados de 
cerebro (Figura 9). El patrón regional y celular del inmunomarcaje de Alex3 en secciones de 
cerebro fue idéntico al encontrado en los análisis de hibridación in situ (Figura 7b,c). Así, la 
proteína Alex3 se encuentra largamente expresada en la mayoría de las regiones cerebrales y 
neuronas; de acuerdo con un estudio previo (Garcia-Frigola et al., 2004), la expresión de 
Alex3 es elevada en los estadios postnatales (P0-P21) y disminuye ligeramente después. En 
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células HEK293AD transfectadas, el inmunomarcaje de Alex3 colocaliza, otra vez con 
mitocondrias, donde la señal de Alex3 parece envolver las mitocondrias individualmente 
(Figura 7d). Inmunomarcajes de oro en microscopia electrónica confirman que la proteína 
Alex3 rodea principalmente la membrana mitocondrial externa (Figura 7e,f). Los mismos 
hallazgos fueron encontrados en células HEK293AD transfectadas con Alex3 con los epítopos 
–myc y –EGFP (Figura 10a,d). Estas observaciones son consistentes con un estudio previo 
que describe la localización de la proteína Alex3 en las fracciones de la membrana 
mitocondrial externa (Mou et al., 2009).  

Figura 7: Expresión y localización de la proteína Alex3. (a) El anticuerpo anti-Alex3 específicamente 
reconoce la proteína Alex3. El anticuerpo reconoce dos específicas especies de alrededor de 42 y 39 KDa en 
células HEK293AD transfectadas con el cDNA Armcx3, como se muestra en el Western blot (panel de la 
izquierda). La detección inmunocitoquímica de la proteína Alex3 en células transfectadas (panel de la derecha). 
(b,c) Secciones coronales de corteza de ratón adulto muestran patrones similares de expresión de los transcriptos 
de Armcx3 (b) y la proteína Alex3 (c) en el neocortex e hipocampo. (d) Imágenes confocales mostrando que 
Alex3 colocaliza con la mitocondria en células HEK293AD; las células fueron marcadas con MitoTracker. (e,f) 
Imágenes de microscopio electrónico de células HEK293AD transfectadas con un vector vacío (e) o con un 
vector de expresión de Alex3 (f), ilustrando la localización de Alex3 (partículas de oro) alrededor de la 
mitocondria (mit). (g-j) Inmunolocalización de la proteína Alex3 en neuronas hipocampales en cultivo a 15 DIV. 
La proteína Alex3 endógena muestra una distribución heterogénea. Alex3 (verde) localiza en el núcleo, como 
muestra la colocalización con el marcador nuclear Hoechst (azul) (g); en el citoplasma la señal de Alex3 muestra 
un patrón punteado que corresponde con el compartimento mitocondrial marcado con MitoTracker (rojo) (h); en 
el citosol, Alex3 colocaliza con el marcaje de faloidina (rojo), particularmente en los conos de crecimiento 
(flecha) (i). (j) El marcaje de Alex3 marca también mitocondrias (marcadas con MitDsRed) en los conos de 
crecimiento. Abreviaciones: CA1-CA3: Cornu Ammonis1-3; DG: giro dentado; I-II-III-IV-V-VI: capas del 
neocortex; mit: mitocondria. Barra de escala: 1 mm (b,c); 15 μm (a,c,d); 5 μm (g,h,i,j) y 0.02 μm (e,f). 
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Para identificar 
las regiones de la 
proteína requeridas 
para esta localización, 
se generaron diferentes 
constructos truncados 
de Alex3-EGFP. La 
transfección con las 
deleciones en el 
extremo C-terminal 
produjeron un patrón 
de localización 
mitocondrial que fue 
indistinguible del 
observado con el cDNA 
Alex3-GFP “full-
length” (Figura 10a,c). 
En contraste, una 
construcción deleteada 
en el N-terminal (GFP-
Alex3�1-12) evitó la 

localización 
mitocondrial e, 
interesantemente, dio 
lugar a una localización 
nuclear de la proteína 
de fusión GFP-
Alex3�1-12 (Capítulo 
II, Figura 2d). Además, 
nosotros  encontramos 

que la región que contiene los dominios armadillo no es requerida para el targeting 
mitocondrial (Figura 10c). Así, concluimos que la secuencia N-terminal de Alex3 es necesaria 
y suficiente para dirigir la proteína Alex3 a la red mitocondrial. 

Para estudiar el papel de la proteína Alex3 endógena en neuronas, examinamos su 
distribución subcelular en cultivos de neuronas hipocampales (Figura 7g-j). De nuevo, estas 
células exhiben una fuerte señal citosólica de Alex3, que colocaliza con la red mitocondrial en 
los cuerpos celulares, axones y dendritas (Figura 7h). Además, las señales de Alex3 fueron 
distribuidas a través del citosol. Estas señales muestran una fuerte colocalización con el 

Figura 8: La sobreexpresión de las proteínas Armc10/Armcx induce la 
agregación mitocondrial en células HEK293AD transfectadas. Imágenes de 
fluorescencia de las versiones con el epítopo myc (verde) de Armc10, Armcx1, 
Armcx2 y Armcx6. La sobreexpresión de estas proteínas induce profundas 
alteraciones de la red mitocondrial (rojo), resultando en la formación de un 
cluster mitocondrial en la región perinuclear. Los núcleos fueron marcados con 
Hoechst (azul). 

 

Figura 8: La sobreexpresión de las proteínas Armc10/Armcx induce la 
agregación mitocondrial en células HEK293AD transfectadas. Imágenes de 
fluorescencia de las versiones con el epítopo myc (verde) de Armc10, Armcx1, 
Armcx2 y Armcx6. La sobreexpresión de estas proteínas induce profundas 
alteraciones de la red mitocondrial (rojo), resultando en la formación de un 
cluster mitocondrial en la región perinuclear. Los núcleos fueron marcados con 
Hoechst (azul). 
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citoesqueleto de actina, especialmente en neuritas y conos de crecimiento, donde Alex3 
también colocaliza con mitocondrias (Figura 7i,j). Finalmente, muchas neuronas exhiben un 
inmunomarcaje de Alex3 en núcleo (Figura 7g). Así, nosotros concluimos que la proteína 
Alex3 endógena está localizada en por lo menos 3 pools y compartimentos neuronales: 
mitocondria, núcleo y citosol.  

 

Alex3 regula la red mitocondrial y la agregación 

Para estudiar si la proteína Alex3 regula el estado bioenergético mitocondrial o la 
recaptación de Ca2+, realizamos diferentes experimentos. Primero, encontramos que la 
sobreexpresión de Alex3 en células HEK293T no altera el consumo de 02 o el número de 
copias de mtDNA (Figura 11a,b). Estos datos, junto con los hallazgos en neuronas mostrando 
que los niveles de proteína de Alex3 no modifican los ratios COX/Citrato Sintasa, el número 
de copias de mtDNA o el potencial de membrana mitocondrial (Figura 11c-e) indican que esta 
proteína no esta envuelta en la regulación de los parámetro mitocondriales bioenergéticos. 

Para examinar si Alex3 controla la recaptación de Ca2+, como es el caso de las 
mitofusinas (Singaravelu et al., 2011), transfectamos células HEK293T con una proteína 
aequorina mitocondrial fusionada a GFP (Manjarres et al., 2008), y medimos la recaptación de 
Ca2+. Nuestros datos muestran que ni la recaptación de calcio liberado desde el retículo 
endoplasmático por estimulación con ATP+Cabachol (100 	M cada uno) ni la recaptación de 
Ca2+ mitocondrial en células cuya membrana plasmática ha sido permeabilizada por un 
tratamiento con digitonina fue alterada por la sobreexpresión de Alex3 (Figura 11f,g).  

Durante los experimentos arriba descritos, observamos que las células transfectadas 
con Alex3 (así como con Alex1,2,6 y Armc10) exhibían redes mitocondrial alteradas (Figura 
8; Figura 12a,b). Para profundizar en esta observación, células HEK293AD fueron 
transfectadas con Alex3 y la morfología mitocondrial de estas células fue monitorizada 2 días 
después (Figura 12a). Encontramos que el 88% de estas células presentaban unas redes 
mitocondriales anormales, similares a agregados. De estas células, el 33% mostraban 
fenotipos fuertemente agregados, en las que virtualmente todas las mitocondrias estaban 
concentradas en grandes y únicos agregados cerca del núcleo; el restante 55% mostraba 
grados variables e intermedios de mitocondrias agregadas y clusterizadas, en las que estos 

Figura 9: Expresión de la proteína Alex3 en lisados de cerebro. 
Análisis de Western Blot de lisados de corteza cerebral de ratones 
E16, P6 y adulto. 20 mg de proteína fueron cargadas para cada 
muestra. La incubación con el anticuerpo anti-Alex3 reconoce 2 
bandas específicas de 42 y 39 KDa. La banda de 42 KDa incrementa 
su intensidad a lo largo del desarrollo. 
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orgánulos normalmente estaban agregados en varios clusters (Figura 12a,c). Resulto 
interesante que la severidad del fenotipo mitocondrial en células individuales correlacionara 
con los niveles de expresión de la proteína Alex3 (Figura 13), de una forma similar a lo que se 
encontró en células sobreexpresantes de mitofusina 1 (Santel et al., 2003). 

Para confirmar estos hallazgos, fillmamos células HEK293AD transfectadas con 
Alex3-GFP a lo largo de 6 horas. Encontramos que, correspondiente a la expresión de Alex3-
GFP, las mitocondrias individuales se agregaban hasta finalmente formar un o dos grandes 
clusters (Figura 12d). Además, análisis de microscopia electrónica de células HEK293AD 
transfectadas con Alex3-GFP confirmaron que Alex3 conlleva a una agregación de las 
mitocondrias (Figura 12e,f). 

Figura 10: El extremo N-terminal de Alex3 es necesario y suficiente para la localizar a Alex3 en la 
mitocondria. Células HEK293AD fueron transfectadas con diferentes construcciones deleteadas de Alex3. Las 
proteínas truncadas en C-terminal: Alex3(1-200)-GFP (b) y Alex3(1-45)-GFP (c) localizaban en la red 
mitocondrial como lo hacen las proteínas full-length Alex3-GFP o Alex3-myc (a,d). La deleción N-terminal  
(GFP-Alex3�(1-12)) (e) impide la localización mitocondrial y conlleva a una localización nuclear (los núcleos 
fueron marcados con Hoechst). Barra de escala: 10 	m. 
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Figura 11: Ni la sobreexpresión ni el silenciamiento de Alex3 alteran los parámetros mitocondriales bio-
energéticos ni la recaptación de Ca2+. Células HEK293T (a,b) fueron transfectadas con Alex3 o con pcDNA3-
control, y el consumo de oxígeno (a) y el número de copias de DNA mitocondrial (b) fueron medidos. No hubo 
diferencias entre el control  (pcDNA3 o células no-transfectadas (NT)) y las células sobreexpresantes de Alex3 
(a,b). Cuando la proteína desacoplante CCCP fue añadida al medio, el consumo de oxígeno incremento pero 
nuevamente las diferencias no fueron estadísticamente significativas. (c,e) Neuronas hipocampales fueron 
infectadas con pWPI (control), pWPI-Alex3, shRNAi-control o shRNAi-Alex3. Después de 7 días, el número 
de copias de DNA mitocondrial (c), la actividad de la COX y Citrato sintasa (d), y el potencial de membrana 
mitocondrial (e), (ensayo JC1, ratio entre la fluorescencia roja (FL2) y verde (FL1)). Los valores fueron 
normalizados contra los valores de las neuronas no infectadas (NI). No se encontraron diferencias significativas 
en ninguno de los parámetros de arriba. Los valores muestran la media ± s.e.m. de 3 experimentos 
independientes. (f,g) La recaptación mitocondrial de Ca2+ en células HEK293T transfectadas con la aequorina 
localizada en mitocondrias (ver Métodos) junto con Alex3 (o pcDNA3 en el control). (f) Células intactas fueron 
estimuladas por ATP+CCh (100 μM cada uno) para elevar al máximo  la liberación de Ca2+ inducida por IP3 del 
ER. Debido a la elevada proximidad entre el ER y la mitocondria, mucho de este Ca2+ liberado es tomado por el 
transportador de Ca2+ mitocondrial. No hubo diferencias significativas entre las condiciones control (pcDNA3) 
y Alex3. (g) La recaptación desde el medio, similar a intracelular, fue directamente medida en células 
permeabilizadas con 60 μM digitonina por 1 minuto en una solución libre de Ca2+ (ver Métodos). 
Posteriormente la perfusión fue incrementando primero a 0,1 μM Ca2+, que es insuficiente para activar el 
transportador mitocondrial, y luego a 1 μM Ca2+, que promueve la recaptación mitocondrial de Ca2+. La 
recaptación fue similar en el control y en las células transfectadas con Alex3 en todas las condiciones 
experimentales. Los máximos ratios de recaptación de Ca2+ (medidos a 100 μM Ca2+, no mostrados) fueron 
también similares. Los datos representan la media ± s.e.m. de 4-5 experimentos independientes. 
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Figura 12: La 
sobreexpresión de Alex3 
altera severamente la 
morfología y distribución 
mitocondrial, resultando 
en un clustering 
perinuclear y agregación. 
(a,b) La sobreexpresión de 
Alex3 en HEK293AD (a) o 
Alex3-GFP en neuronas 
hipocampales de 12 DIV (b) 
inducen severas alteraciones 
en la morfología y 
distribución de la red 
mitocondrial cuando se 
comparan con la expresión 
de un vector control 
(pcDNA en HEK293AD o 
MitDsRed en neuronas). 
Nosotros clasificamos estos 
efectos en una escala de 3 
puntos desde cambios no 
sustanciales como se 
muestra en la primera 
columna, a un amplio 
espectro de alteraciones 
severas ilustradas en la 
segunda columna, al 
fenotipo más severo que 
consiste en la completa 
agregación de la red 
mitocondrial en la región 
perinuclear, como se 
presenta en la tercera 
columna. (c) Cuantificación 
y representación gráfica 
(media ± desviación 
estándar) de las 

subpoblaciones 
mencionadas arriba de 
células sobreexpresantes de 
Alex3 o Alex3-GFP. (d) 
Series de imágenes a lo 
largo del tiempo de una 
célula HEK293AD 
sobreexpresante de Alex3-
GFP mostrando la 
agregación mitocondrial. 
Nosotros contamos entre 
167-345 células HEK293 y 
51-116 neuronas por cada 
experimento. Los datos 
representan 2 y 3 

experimentos 
respectivamente. (e,f) 
Micrografías de microscopio 

electrónico de células HEK293AD sobreexpresando un vector control (e) o la proteína Alex3 (f). Las imágenes 
muestran los agregados mitocondriales y su localización cerca del núcleo. (d). Abreviaciones: n: nucleolus; nuc: 
nucleus. Barra de escala: 15 μm (a,b,d); 2 μm (e,f). 
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 Con el fin de estudiar si la sobreexpresión de esta proteína también implica una 
agregación mitocondrial en neuronas. Nosotros transfectamos cultivos hipocampales (Figura 
12b,c). Más de un 85% de las neuronas transfectadas con Alex3-GFP exhiben un fenotipo 
mitocondrial anormal; nuevamente, el 23% de las neuronas muestran mitocondrias 
completamente agregadas en clusters perinucleares, mientras que el 62% de neuronas 
muestran fenotipos intermedios con mitocondrias ligeramente agregadas. Estos fenotipos no 
fueron encontrados en neuronas control o en neuronas transfectadas con un cDNA control 
MitDsRed, en el que mitocondrias individuales eran claramente identificables (Figura 12c). 

Figura 14: Micrografías 
electrónicas de neuronas 
hipocampales en cultivo 
transfectadas con el vector 
Alex3-GFP e 
inmunomarcadas para la 
visualización de GFP 
usando una reacción HRP-
DAB. (a,b) Magnificaciones 
de bajo aumento de un 
cuerpo celular mostrando 
diferentes agregados de 
mitocondrias (asteriscos) 
rodeadas por el producto 
final de inmunomarcaje 
electro-denso. (b) Una 
magnificación mayor del 
área recuadrada en (a). (c,d) 
Micrografías de secciones 
seriadas ilustrando agregados 
de mitocondrias en neuritas 

de neuronas transfectadas con Alex3-GFP. Destaca que las mitocondrias individuales (flechas), rodeadas por el 
producción final de la reacción de Alex3, parecen estar agregadas y clusterizadas en vez de fusionadas. Barra de 
escala: 2 μm. 

Figura 13: Correlación de los fenotipos mitocondriales y los niveles de expresión de Alex3 en células 
aisladas. La intensidad de fluorescencia de Alex3 (Image J) fue graficada (eje Y) frente a los fenotipos 
mitocondriales observados (a) y el área ocupada por la red mitocondrial (b). Destaca que los altos niveles de 
expresión de Alex3 correlacionan con fenotipos más fuertes (agregación mitocondrial). Los cuadrados negros 
representan la media ± desviación estándar. 



Resultados – Capítulo I   95 
 

 

Para confirmar que Alex3 causa agregación, estudiamos finamente la estructura de las 
redes mitocondrial en neuronas hipocampales transfectadas con Alex3. Estas células muestran 
grandes agregados de mitocondrias en los cuerpos celulares, en los que mitocondrias 
individuales, rodeadas por el producto final inmunoreactivo a Alex3, eran claramente 
identificables (Figura 14). Un examen de las neuritas de estas neuronas transfectadas también 
mostraba la presencia de agregados alargados de mitocondrias (Figura 14). En conjunto, los 
datos arriba expuestos sugieren que el cluster de genes Armc10/Armcx (y particularmente  
Armcx3) codifican para proteínas envueltas en agregación y dinámica mitocondrial. 

La dinámica mitocondrial es un complejo proceso que implica agregación, tráfico, y 
eventos de fusión y fisión. Para directamente probar si Alex3 regula la fusión mitocondrial, 
tomamos ventaja de la versión fotoactivable mito-PAGFP (Karbowski et al., 2004a). Células 
HEK293T transfectadas con 
mito-PAGFP fueron 
fotoactivadas y videos 
grabados a lo largo de 15 
minutos, y los ratios de fusión 

Figura 15: La proteína Alex3 no 
altera la fusión mitocondrial. (a,b) 
Células HEK293T fueron 
transfectadas con MitDsRed, mito-
PAGFP y pcDNA (a), o Alex3 (b). 
Mito-PAGFP fue fotoactivado, 
MitDsRed fue fotobleacheado a t=0 
segundos, y las células fueron 
grabadas a lo largo de 15 min. Los 
paneles en (a,b) muestran la misma 
célula a diferentes tiempos; destacar 
el incremento de las señales 
amarillas que representa fusión 
mitocondrial. Los ratios de fusión 
fueron analizados (c) usando 
imágenes PDM (+,+) (mostradas en 
las áreas recuadradas en (a,b)). 
Once células, correspondiendo a 2 
experimentos independientes, fueron 
cuantificadas para cada grupo (d) 
Los ratios de fusión mitocondrial a 
lo largo del tiempo en neuronas 
hipocampales sobreexpresantes de 
Alex3, o un shRNA, demostrando 
que los niveles de Alex3 no alteran 
la fusión mitocondrial en neuronas. 
Los niveles de expresión de la 
proteína Alex3 en las células 
sobreexpresantes de esta proteína 
fueron confirmados por 
inmunocitoquímica (no mostrado). 
Los valores muestran la media ± 
s.e.m.. Barra de escala: 15 μm. 
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mitocondrial a lo largo del tiempo fueron analizados (canal amarillo; Figura 15a,b). De 
acuerdo con estudios previos (Karbowski et al., 2004a; Saotome et al., 2008; Gomes et al., 
2011), los resultados muestran un constante incremento en los eventos de fusión a lo largo del 
tiempo. Los ratios y dinámicas de estos eventos en células HEK293T co-transfectadas con 
mito-PAGFP y Alex3 fueron idénticas a las de células HEK293T control (Figura 15c; Figura 
16). Experimentos similares en neuronas hipocampales, sobreexpresando Alex3 o una 
secuencia shRNA, dieron similares resultados (Figura 15d). En conjunto, estos experimentos 
sugieren que los niveles de proteína Alex3 no alteran la fusión mitocondrial ni en células 
HEK293T ni en neuronas. 

Finalmente, realizamos experimentos para profundizar en el mecanismo molecular por 
el cual Alex3 puede regular agregación. Debido a que Miro1 interacciona con Alex3 (ver más 
abajo) y ha sido descrito que controla la agregación mitocondrial (Fransson et al., 2003; 
Fransson et al., 2006), testamos si esta proteína media los fenotipos de agregación 
mitocondrial inducidos por Alex3. Realizamos experimentos en células HEK293T co-
transfectadas con shRNAs de Miro1 y con Alex3. El silenciamiento de la proteína Miro1 no 
altera los fenotipos de agregación causados por Alex3 (Figura 17). En conjunto, nuestros 
datos indican que la sobreexpresión de Alex3 conlleva a una agregación mitocondrial más que 
incrementar la fusión mitocondrial, por mecanismos independientes de Miro1. 

 

 

 

 

 

Figura 16: Los niveles de la 
proteína Alex3 no alteran la fusión 
mitocondrial. (a,b) Células 
HEK293T sobreexpresando 
MitDsRed, Mito-PAGFP y Alex3 
con fenotipos mitocondriales 
normales (a) o agregados (b). Los 
ratios de fusión fueron analizados 
(c) usando imágenes PDM (+,+) 
(mostradas en las áreas (a,b)). 
pcDNA (n=11), Alex3 con fenotipos 
mitocondriales normales (n=4) o 
alterados (medio + agregados) (n=6) 
fueron cuantificados y un test de 
ANOVA fue aplicado. Los valores 
muestran la media ± s.e.m.. Barra de 
escala: 15 	m. 
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Figura 17: El silenciamiento de Miro1 no reduce el clustering mitocondrial inducido por Alex3. Células 
HEK293T fueron transfectadas con Alex3 y una secuencia shRNAi control o Miro1. (a) Western blot ilustrando 
el silenciamiento de la proteína Miro1 por la secuencia shRNAi Miro1 (#10). (b,c) Micrografías (b) e histograma 
(c) mostrando que las células co-transfectadas con la secuencia shRNAi control o con el plásmido shRNAi 
Miro1 muestran unos fenotipos de agregación mitocondrial similares. Barra de escala: 25μm. 

 

Los niveles de proteína de Alex3 regulan el tráfico mitocondrial en neuronas 

La regulación del tráfico y dinámica mitocondrial se piensa es esencial para suplir 
apropiadamente de energía a las ramas neuronales más distales, y consecuentemente para la 
correcta neurotransmisión y viabilidad neuronal. Además, mutaciones en los genes que 
codifican para las proteínas ligadas al transporte y dinámica mitocondrial normalmente 
conllevan a enfermedades neurológicas y neurodegenerativas (Alexander et al., 2000; Delettre 
et al., 2000; Zhao et al., 2001; Zuchner et al., 2004). Para averiguar si Alex3 esta implicado en 
el transporte mitocondrial en axones, usamos técnicas de live-imaging. Cultivos de neuronas 
hipocampales fueron transfectados a 4DIV con MitDsRed o Alex3-GFP. Después de 2 días, 
los axones de neuronas vivas fueron identificados y grabados a lo largo de 15 minutos (Figura 
18). De acuerdo con estudios previos, las neuronas control exhiben ratios de motilidad alta, 
que eran transportadas en ambas direcciones, retrógrada y anterógrada (Figura 18a,b) Como 
describió (Hollenbeck and Saxton, 2005), solamente una fracción de las mitocondrias 
individuales (sobre un 30%, Figura 18e) se movían a lo largo de los 15 minutos de los 
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periodos de grabación, mientras que las restantes permanecían estacionarias. La distancia 
cubierta en un único evento de tráfico por mitocondria también fue heterogénea. Mientras que 
algunas organelas se movían sobre relativamente largas distancias (más que 100-150 	m), 
otras se desplazaban sólo unos pocos 	m (10-20 	m). La velocidad a la que una sola 
mitocondria fue transportada también era variable (anterógrado: media=0.21±0.14 	m/seg; 
rango: 0.07/1.03 	m/seg; retrógrado: media=0.29±0.15 	m/seg; rango 0.07/0.83	m/seg). El 
tráfico mitocondrial tendía a ser más activo en el sentido retrógrado que en el anterógrado 
(como % de mitocondrias móviles y velocidad; Figura 18e). 

Grabamos únicamente neuronas transfectadas con Alex3-GFP que mostraban 
aparentemente una distribución normal de las mitocondrias en los cuerpos celulares y en 
axones. En estos cultivos, la proteína Alex3-GFP fue localizada en las mitocondria y 
virtualmente todas la red mitocondrial mostraba señales de Alex3 (Figura 18a; Figura 19). 
Nosotros también observamos que las mitocondrias individualmente eran más largas en las 
neuronas transfectadas con Alex3-GFP que en las células control (Figura 18a; Figura 20). El 
examen de las grabaciones de video indicaban que el transporte mitocondrial estaba reducido 
en estas neuronas. Para confirmar esta observación, grabaciones de video se representaron 
como quimografías (Miller and Sheetz, 2004) y la motilidad mitocondrial fue analizada 
cuantitativamente (Figura 18b,e). La comparación de la motilidad mitocondrial en neuronas 
control y transfectadas con Alex3-GFP reveló que la sobreexpresión de esta proteína resultaba 
en una reducción dramática en el porcentaje de las mitocondrias móviles, en ambos sentidos, 

(Página anterior) Figura 18: Los niveles de la proteína Alex3 regulan el transporte axonal de las 
mitocondrias en neuronas hipocampales. (a,c) Series de 4 imágenes confocales representativas, tomadas cada 
30 segundos, de axones sobreexpresantes de las proteína mitocondrial MitDsRed o la proteína fusionada Alex3-
GFP (a), o MitDsRed más un control shRNAi o un shRNAi específico de Alex3(c). Las flechas coloreadas 
identifican la misma mitocondria a través de las diferentes adquisiciones. (c) Los paneles superiores identifican 
el axón representado expresando GFP tras la infección. (b,d) Quimografías representativas (dos por condición) 
del total del período de adquisición (i. e. 15 min. por película) en los experimentos de sobreexpresión (c) y en 
los de silenciamiento (d). Todas las quimografías están formadas con el extremo axonal distal a la derecha. (e,f) 
Representación gráfica del % de mitocondrias móviles, velocidad y distancia cubierta por mitocondrias 
individuales medidas en las quimografías para los experimentos de sobreexpresión (e) o silenciamiento (f). Los 
datos representan la media ± s.e.m de 22-42 axones (neuronas) por grupo experimental, de por lo menos 8 
experimentos independientes. ***P<0.001; **P<0.01; *P<0.05 (Para los P individuales ver texto). Barra de 
escala: 10 μm. 

Figura 19: Alex3-GFP expresado en 
neuronas hipocampales en cultivo 
localiza en la mitocondria. Las neuronas 
hipocampales fueron cultivadas por 4 DIV y 
co-transfectadas con Alex3-GFP (verde) y 
con el marcador mitocondrial MitDsRed. 
Dos días después los cultivos fueron 
monitorizados. Ambas proteínas muestran 
una completa colocalización en el 
compartimento mitocondrial (amarillo en la 
imagen ‘merge’). El área recuadrada es 
mostrada a la derecha. 
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anterógrado y retrógrado (Figura 18e). Este efecto fue independiente del tamaño mitocondrial 
(Figura 21). Además, la velocidad y la distancia media cubierta por cada mitocondria también 
se mostró alterada en las neuronas sobreexpresantes de Alex3-GFP (Figura 18e).  

Figura 20: Los niveles de 
proteína Alex3 regulan el 
tamaño mitocondrial en 
neuronas. Neuronas 
sobreexpresantes de Alex3-
GFP tienen mitocondrias más 
grandes que las neuronas 
controles sobreexpresando 
MitDsRed (a), ambas cuando 
se compara la media de 
longitud por neurona y la 
distribución de longitudes de 
la población mitocondrial. El 
silenciamiento de la proteína 
endógena Alex3 con un 
shRNAi específico tiene el 
efecto opuesto en el tamaño 
mitocondrial, haciendo las 
mitocondrias más pequeñas 
que las neuronas controles 
(shRNAi-scrambled) (b). 

 

Los experimentos arriba mencionados apuntan a una implicación de Alex3 en la 
dinámica y tráfico mitocondrial. Para confirmar esta noción, realizamos experimentos para 
silenciar la proteína endógena de Alex3. Neuronas hipocampales fueron transfectadas con 
vectores pLVTHM expresantes de la secuencia shRNAi-Alex3 (302) (Figura 22), o una 
secuencia scrambled control. Posteriormente la motilidad mitocondrial fue cuantitativamente 
evaluada como arriba  (Figura 18c,d,f). Las neuronas que expresaban el shRNAi para los 
transcriptos de Alex3 eran viables y morfológicamente normales, y ellas extendían dendritas y 
axones. Las neuronas expresantes de Alex3-shRNAi exhibían una motilidad mitocondrial 
reducida y mitocondrias más pequeñas que las neuronas control (Figura 18c,d; Figura 20b). 
Nuevamente, esta disminución era para el transporte anterógrado y retrógrado. Sin embargo, 

Figura 21: La sobreexpresión de Alex3 
reduce la motilidad mitocondrial 
independientemente del tamaño 
mitocondrial. Mitocondrias de neuronas 
sobreexpresantes para MitDsRed o Alex3-GFP 
fueron agrupadas en dos categorías 
dependiendo de su tamaño (mayores de 1,5 μm 
y menores que 1.5 μm) y el % de mitocondrias 
móviles fue analizado para ambos casos. Los 
datos representan la media ± s.e.m de 10 
axones (neuronas) por grupo experimental. 
***P<0.001; **P<0.01; *P<0.05. 
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ni la velocidad ni la distancia cubierta por los movimientos de mitocondrias individuales 
estaba alterada por el silenciamiento de Alex3 endógena (Figura 18f). Finalmente, 
comprobamos que los efectos de sobreexpresión y silenciamiento de Alex3 en el tráfico 
mitocondrial eran independientes de la formación o extensión de las neuritas (Figura 23). 

Figura 22: El silenciamiento de Alex3 en células HEK293AD y en neuronas hipocampales. (a) Células 
HEK293AD fueron transfectadas con un constructo de expresión de Alex3 y un vector pLVTHM que contenía 
diferentes secuencias shRNAi específicas para Alex3 (101, 103, 201, 302) y un control shRNAi scrambled (401). 
Todos los shRNAi testados silenciaron correctamente la expresión de Alex3 cuando son comparados con la 
secuencia scrambled. La secuencia shRNAi recuadrada, 302, fue seleccionada para realizar todos los 
experimentos de silenciamiento. (b) Neuronas hipocampales transfectadas con el shRNAi-Alex3 302 y GFP 
fueron marcadas contra Alex3 con el anticuerpo C8 para mostrar la especificidad del anticuerpo. Notar que las 
neuritas de las neuronas transfectadas (flechas) no muestran inmunomarcaje. Barra de escala: 30 	m. 

Figura 23: Alex3 no afecta el crecimiento neurítico. Neuronas hipocampales fueron transfectadas a 3DIV con 
GFP, con Alex3 y la proteína fluorescente m-Cherry o con el shRNAi específico de Alex3. El crecimiento 
neurítico fue analizado a 6DIV (a-c); la expresión de Alex3, Alex3 shRNAi y GFP fue comprobada por análisis 
de fluorescencia (d). En los paneles del medio el área recuadrada muestra una imagen ‘merged’ de Alex3GFP y 
m-Cherry, demostrando la sobreexpresión de Alex3. Entre 20-25 neuronas transfectadas fueron analizadas por 
condición (de 2 experimentos independientes). No se encontraron diferencias para la longitud total de la neurita 
(a), el número de puntos de ramificación por neurona (b) o el número de ramificaciones/mm (c) (media ± 
s.e.m.). Barras de escala: 200 μm; área recuadrada, 50 μm. 
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En conjunto, estos experimentos muestran que los niveles de expresión de Alex3 
regulan la motilidad media de las mitocondrias en los axones en neuronas vivas y modulan la 
velocidad y la distancia cubiertas por estas organelas.  

 

Alex3 interacciona con el complejo KIF/Miro/Trak2 

El tráfico mitocondrial en neuronas está mediado por los motores kinesina (KIF5) 
(Hirokawa and Takemura, 2004). Recientemente ha sido encontrado que las Rho GTPasas 
Miro1 y Miro2, así como el adaptador de kinesina Trak2, unen las mitocondrias a los motores 
KIF5, permitiendo el transporte mitocondrial en neuronas (Guo et al., 2005; MacAskill et al., 
2009a). A continuación, estudiamos si Alex3 formaba parte del complejo de tráfico 
KIF5/Miro/Trak2. Primero, llevamos a cabo análisis de inmunofluorescencia en células 
HEK293AD transfectadas. Estas células mostraban una fuerte colocalización de Alex3 con 
Miro1, Miro2 y Trak2 mientras que aparentemente no se detectaba colocalización con KIF5C 
(Figura 24). A continuación, realizamos ensayos de co-inmunoprecipitación en células 
HEK293AD transfectadas con los cDNAs de Alex3-GFP y o Miro1-myc o Miro2-myc. Miro1 
y Miro2 con el epítopo myc fueron detectados por WB en lisados inmunoprecipitando con 

anticuerpos anti-GFP. A la 
inversa, inmunoprecipitaciones 
con el anticuerpo anti-myc 
(Miro1-2) revelaron la 
presencia de la proteína Alex3-
GFP. No hubo co-
inmunoprecipitación cuando 
las células fueron transfectadas 
con el cDNA de Miro1/2-myc 

Figura 24: Alex3-GFP transfectado 
colocaliza con los componentes de 
la maquinaria de transporte 
mitocondrial. Células HEK293AD 
fueron co-transfectadas con Alex3-
GFP (verde) y con Miro1-myc (a), 
Miro2-myc (b), KIF5C-myc (c) o 
Trak2-myc (d) (rojo) y procesados 
para inmunocitoquímica. Los paneles 
de la derecha muestran una imagen 
‘merged’ donde la colocalización 
(amarillo) de Alex3-GFP es aparente 
con Miro1-myc, Miro2-myc y Trak2-
myc. Alex3-GFP y KIF5C-myc 
comparten bajos niveles de 
colocalización. Los núcleos fueron 
marcados con Hoechst (azul). Barra 
de escala: 10 	m. 



Resultados – Capítulo I   103 
 

 

xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

Figura 25: Alex3 es un componente del complejo kinesina/Miro/Trak2 responsable del transporte 
mitocondrial a través de microtúbulos, y esta asociación está regulada por los niveles de Ca2+. (a-f) Un 
plásmido GFP fue usado como control. (a-c) Co-inmunoprecipitación de Alex3-GFP con Miro1myc, Miro2myc, 
KIF5Cmyc o Trak2myc resulta en la interacción específica de Alex3-GFP con Miro1myc, Miro2myc (a) y 
Trak2myc (c) pero no se detectó interacción entre Alex3-GFP y KIF5Cmyc (b). (d) La interacción entre Alex3-
GFP y Miro1myc y Miro2myc está reducida en presencia de 2 mM de calcio. (e) Cuando el mutante EF-hand de 
Miro1myc es co-expresado con Alex3-GFP, la interacción entre los 2 componentes deja de ser sensible a los 
niveles Ca2+. (f) La asociación entre Alex3-GFP y Trak2myc es también dependiente de la presencia de Ca2+, 
indicando por lo tanto que el complejo al completo es desmantelado cuando Miro1/2 reconoce un incremento en 
los niveles de Ca2+. (g) Ensayos de pull-down usando proteínas GST-Miro1 y GST-Miro1�EF purificadas como 
cebo y mostrando la interacción con Alex3 (en lisados de cerebro) y su dependencia en la concentración de 
Ca2+. La falta de los dominios EF-hand en la proteína Miro-1 impide la dependencia de Ca2+ (panel de la 
derecha). 
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o Alex3-GFP solos (Figura 25a). Experimentos similares mostraron que Alex3-GFP co-
inmunoprecipitaba con la proteína Trak2-myc in células transfectadas (Figura 25c). En 
contraste, no detectamos co-inmunoprecipitación de Alex3-GFP con KIF5C-myc (Figura 25b) 
o con KIF5-A o KIF5-B (no mostrado). Estos datos indican que Alex3 interacciona 
directamente con las proteínas Miro1-2/Trak2, por lo tanto sugiriendo que esta proteína está 
implicada en el complejo de tráfico de KIF5/Miro/Trak2. 

Para determinar si los seis dominios similares a armadillo eran requeridos para la 
interacción con estas proteínas, generamos un constructo N-terminal (1-106) sin estos 6 
dominios armadillo. Experimentos de co-inmunoprecipitación en células HEK293T 
transfectadas mostraron que este mutante de la proteína Alex3 no co-inmunoprecipitaba con 
las proteínas Trak2 o Miro2 (Figura 26), por lo tanto indicando que la región C-terminal que 
contiene los dominios armadillo es requerida para esta interacción. 

Figura 26: Los dominios 
armadillo de Alex3 son 
necesarios para la 
interacción de Alex3 con 
Miro2 y Trak2. Células 
HEK293T fueron co-
transfectadas con Alex3-GFP 
full-length o una deleción 
mutante Alex3GFP(1-106) al 
que le faltan los seis 
dominios armadillo, y con 
Miro2-myc o Trak2-myc; los 
lisados celulares fueron 
inmunoprecipitados con 
anticuerpos anti-GFP. 
Mientras la proteína Alex3 
full-length inmunoprecipita 
con las proteínas 
Miro2myc/Trak2myc, no se 
encontró inmunoprecipitación 
entre Alex3GFP(1-106) y 
Miro2myc o Trak2myc. 

 

 

 

 

 

Estudios recientes han mostrado evidencias que el complejo Miro/Trak2 interacciona 
con los motores kinesinas de forma dependiente de Ca2+, en el que el Ca2+ se une a las 
proteínas Miro y desencadena el desacoplamiento del complejo a los microtúbulos, 
permitiendo así el arresto mitocondrial (MacAskill et al., 2009b; Wang and Schwarz, 2009). 
Testamos así si la asociación de Alex3 con el complejo de tráfico era también dependiente de 
Ca2+. La presencia de 2mM Ca2+ reduce de forma clara la interacción de Alex3 con Miro1,2 y 
Trak2 (Figura 25d,e). Resulta interesante que la co-transfección de Alex3-GFP con un cDNA 
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de un mutante de Miro1-myc al que le faltan los “EF hand”, dominios responsables para la 
unión de Ca2+, bloquea la regulación de la interacción de Miro1/Alex3 por Ca2+, reforzando 
así la idea que la interacción entre estas dos proteínas es regulada por los niveles de Ca2+ 
(Figura 25f). Para corroborar estos hallazgos, realizamos experimentos adicionales usando 
proteína purificada GST-Miro1 y realizamos pull-downs con extractos de lisados de cerebro 
(MacAskill et al., 2009b). Estos experimentos confirmaron la interacción de las proteínas 
Alex3/Miro1, así como la regulación de esta interacción por Ca2+, y la dependencia de lo 
dominios “EF hand” en la proteína Miro1 para la regulación del complejo por Ca2+ (Figura 
25g). En conjunto, los datos mostrados arriba demuestran que Alex3 pertenece al complejo de 
tráfico mitocondrial KIF5/Miro1-2/Trak2 y que la interacción de Alex3/Miro1 requiere bajas 
concentraciones de Ca2+. 
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Capítulo II: La vía no canónica Wnt/PKC regula la dinámica mitocondrial a través de la 
degradación de Armcx3 en células HEK293. 

 

La región N-terminal de Alex3 es necesaria y suficiente para la localización y agregación 
mitocondrial 

Alex3 es una proteína de 379aa que contiene diversas regiones y motivos, incluyendo 
6 dominios similares a armadillo formando un dominio DUF463 (aa110-363), una señal de 
localización nuclear (aa 89-98) y una región N-terminal con un potencial dominio 
transmembrana (aa 7-29). Flanqueando esta región transmembrana se encuentra una putativa 
señal de localización en la membrana mitocondrial externa caracterizada por la posesión de 
aminoácidos básicos en ambos lados de la región trasmembrana (Rapaport, 2003) (Figura 1). 
Estas predicciones de secuencias proteicas relacionadas con la mitocondria están de acuerdo 
con la localización preferente de la proteína Alex3 en la mitocondria (Mou et al., 2009). Para 
caracterizar las regiones de la proteína Alex3 necesarias para la localización mitocondrial, 
generamos diferentes constructos de Alex3 con deleciones en la región C-terminal, que se 
fusionaron con el epítopo GFP. De acuerdo con los resultados anteriores, la transfección del 
cDNA de Alex3 en células HEK293AD conlleva a fenotipos de agregación mitocondrial, que 
varían entre una agregación mitocondrial suave en la que mitocondrias individuales son 
todavía visibles (52% de las células) y un  fuerte fenotipo de agregación que conlleva a un 
único y gran agregado mitocondrial que localiza cerca del núcleo celular (39% de las células) 
(Figura 2a,b). La transfección con todos los constructos de cDNA de Alex3 deleteados en C-
terminal dieron lugar a unos fenotipos mitocondriales similares (Figura 2d,f). Resulta 

Figura 1: Representación esquemática de la proteína Alex3. Los dominios predichos fueron anotados en base 
a las bases de datos tales como Pfam, Smart o Wolfpsort y referencias bibliográficas. Las estrellas muestran la 
posición de los putativos lugares de fosforilación en serina o treonina. 
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interesante que encontramos que incluso el constructo más pequeño que contenía únicamente 
los 30 primeros aa N-terminales, resultaba en unos fenotipos mitocondriales idénticos, 
indicando que esta región N-terminal es suficiente para tanto la localización como la 
agregación mitocondrial (Figura 2d). Al contrario, la transfección con un cDNA de Alex3 al 
que le faltaba únicamente los primeros 12 aa N-terminales prevenía completamente la 
localización (y agregación) mitocondrial, indicando que la región N-terminal, donde el 

Figura 2: El dominio N-terminal de Alex3 es suficiente para inducir la agregación mitocondrial. (a) La 
sobreexpresión de Alex3GFP (verde) en células HEK293T induce severas alteraciones de la red mitocondrial 
cuando se compara con la expresión de un control pcDNA (panel superior izquierdo). El panel superior derecho 
ilustra una célula transfectada con Alex3 mostrando una morfología mitocondrial normal; los paneles inferiores 
muestran fenotipos mitocondriales agregados; la proteína Alex3 fue visualizada en verde y las mitocondrias en 
rojo con MitDsRed o MitoTracker. (b) Cuantificación y representación gráfica (media ± desviación estándar) de 
los fenotipos mitocondriales en células control o sobreexpresantes de Alex3. (c) Esquema de los constructos 
delecionados de Alex3GFP usados para transfección. (d) Fotomicrografías ilustrando la expresión de los 
constructos Alex3(1-200)-GFP, Alex3(1-106)GFP, Alex3(1-30)-GFP que resultan en agregación mitocondrial; 
en contraste, la deleción de los primeros 12 aa localizan la proteína Alex3 en el núcleo. (e) WB mostrando los 
constructos truncados Alex3-GFP en los tamaños predichos. (f) Cuantificación y representación gráfica (media 
± desviación estándar) de los fenotipos mitocondriales después de la transfección con diferentes constructos 
truncados para Alex3-GFP, demostrando que todos los constructos contienen la región N-terminal que provoca 
la agregación mitocondrial. Barra de escala: 10μm.  
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dominio transmembrana y la señal de localización de la membrana mitocondrial externa está 
predicha, es necesaria para enviar a la proteína Alex3 a la mitocondria (Figura 1). 

 

La vía de señalización de Wnt regula los niveles de proteína de Alex3 y la agregación 
mitocondrial 

La secuencia de la proteína Alex3 contiene 6 dominios similares a armadillo 
dispuestos en la región C-terminal (Figura 1). Algunos estudios previos han sugerido un 
putativo enlace entre proteínas mitocondriales y la vía de señalización de Wnt/�-catenina 
(Brocardo et al., 2008; Mezhybovska et al., 2009). Entonces nosotros investigamos si las 
proteínas Wnt afectaban los fenotipos mitocondriales inducidos por Alex3. Encontramos que 
los fenotipos de agregación provocados por la expresión de Alex3 eran dramáticamente 
revertidos por la co-transfección de células HEK293AD con el cDNA de Wnt1, que produce 
un fenotipo de desagregación frente a células HEK293 transfectadas con Alex3 sólo (Figura 
3b,c). En contraste, el tratamiento con otro miembro de la vía de señalización canónica de 
Wnt, Wnt3a, no revertía los fenotipos mitocondriales (no mostrado y Figura 4a). 
Posteriormente analizamos si los componentes de la señalización no-canónica de Wnt 
afectaban los fenotipos mitocondriales inducidos por Alex3. Observamos que la co-
transfección de Alex3 con los cDNAs del receptor Fz2, Wnt5a o Wnt11, tenían efectos 
intermedios en los fenotipos de agregación, en comparación con los de la proteína canónica 
Wnt1 (Figura 3d,e,f). Una evaluación cuantitativa de los fenotipos mitocondriales vistos 
después de la transfección con diferentes miembros y componentes de Wnt soportaba esta 
idea mostrada en la Figura 3g. 

Durante el curso de los experimentos descritos arriba, nos dimos cuenta que las 
señales de inmunofluorescencia parecían decrecer después de la transfección con Wnt1 y Fz2 
(ver Figura 3c,d). Para apoyar esta observación realizamos análisis de Western Blot en lisados 
de células HEK293AD transfectadas. Primero, confirmamos que la transfección con los 
cDNAs de Wnt1 o Wnt3a, o la incubación con la proteína Wnt1, estabilizaban los niveles de 
�-catenina indicando que estos factores extracelulares eran funcionales. Después, nosotros 
medimos los niveles de la proteína Alex3 por Western–Blot. Como se muestra en la Figura 4a, 
mientras que la transfección o incubación con Wnt1 conlleva a una fuerte disminución en los 
niveles de Alex3, tratamientos con Wnt3a no tiene efecto en los niveles de la proteína Alex3. 
Además, nosotros encontramos que Fz2 provoca una fuerte disminución en los niveles de 
Alex3; en contraste, los miembros no-canónicos de Wnt Wnt5a y Wnt11 producen suaves 
disminuciones de la proteína Alex3 que varían entre un �20-50% (Figura 4b). En conjunto, 
estos hallazgos indican que la vía de señalización canónica de Wnt (Wnt1), y en una menor 
medida los miembros no-canónicos, conllevan a una marcada disminución en los niveles de 
proteína de Alex3 que a su vez resultan en prácticamente una reversión de los fenotipos 
inducidos por Alex3 sobre la agregación mitocondrial. 
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Figura 3: La señalización Wnt/Frizzled reestablece el fenotipo mitocondrial normal en células 
sobreexpresantes de Alex3. (a-f) La co-expresión de Alex3 (verde) y diferentes miembros de la vía de 
señalización Wnt/Frizzled (Wnt1, Fz2, Wnt5a y Wnt11) invierten los fenotipos de agregación mitocondrial 
inducidos por la sobreexpresión de Alex3 en células HEK293AD. Las áreas recuadradas son mostradas en una 
magnificación mayor a la derecha. (g) Cuantificación y representación gráfica (media ± desviación estándar) de 
los fenotipos mitocondriales que resultan tras la transfección con diferentes Wnts y Fz2. Barra de escala: 10μm. 
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Figura 4: La vía de Wnt/Frizzled induce la degradación de la proteína Alex3. (a) WBs mostrando que Wnt1, 
pero no Wnt3a, induce la degradación de la proteína Alex3. Ambos, la transfección con un cDNA de Wnt1 
(izquierda) y la incubación con medio condicionado de Wnt1 (CM, derecha), provocan la degradación de Alex3. 
(b) WB mostrando que la co-transfección con Wnt1, Fz2, Wnt5a y Wnt11 resulta en diferentes reducciones en 
los niveles de Alex3 (izquierda). El tratamiento con Wnt5a recombinante también induce la degradación de 
Alex3 de manera dependiente de concentración (derecha). 

 

Los niveles de Alex3 no están regulados por los componentes “downs-stream” de la vía 
de señalización canónica Wnt/�-catenina 

A continuación investigamos si los componentes de la vía canónica de Wnt, que son 
conocidos por activar la vía de �-catenina, afectaban los niveles de la proteína Alex3. 
Primero, encontramos que la co-transfección de Alex3 con la forma constitutivamente activa 
�-catenina S33A (Liu et al., 2002) no reproducía la degradación de Alex3 (Figura 5a,b). De 
acuerdo con estos resultados también observamos que las células HEK293AD con altos 
niveles de �-catenina estabilizada poseían fenotipos mitocondriales agregados inducidos por 
Alex3 que eran similares a los observados después de la transfección del cDNA de Alex3 solo 
(ver arriba). Posteriormente, observamos que la transfección con Disheveled2, que también 
activa la vía canónica de Wnt/�-catenina, también era inefectiva en prevenir la disminución de 
los niveles de Alex3 (Figura 5d). 

Finalmente, la incubación con 2 inhibidores de la actividad enzimática de GSK3�, 
LiCl o SB216763, no previenen tampoco la degradación inducida por Wnt1 sobre Alex3 
(Figura 5c). En conjunto, estos experimentos indican que la activación de diferentes 
componentes intracelulares de la vía canónica de Wnt no son suficientes para producir la 
degradación de Alex3, ni para alterar la degradación de Alex3 inducida por tratamientos de 
Wnt1. 

 

PKC regula la degradación de Alex3 

A continuación estudiamos si la degradación de Alex3 inducida por Wnt1 era 
dependiente del proteosoma. Encontramos que la inhibición del proteosoma con MG-132 
incrementa los niveles de la proteína Alex3 en ausencia de Wnt1 (Figura 6a,b). Sin embargo, 
el mismo inhibidor no alteró la degradación de Alex3 inducida por Wnt1 (Figura 6a). 



 

 

112 

Los resultados descritos arriba sugieren que las vías de señalización que conllevan a 
una degradación de Alex3 están “up-stream” de los componentes testados arriba (�-cateina, 
GSK3� y Disheveled2). A continuación comprobamos el impacto de vías de señalización 
adicionales no-canónicas, las cuales han sido demostradas de ser activadas por la cascada de 
Wnt, tales como la vía de Wnt/Planar Cell Polarity (PCP) Jun kinasa o la vía de Wnt/Ca2+ 
(Smalley and Dale, 1999; Nusse, 2005; van Amerongen and Nusse, 2009). Sin embrago, la 
inhibición de Jun kinasa (con SP600125), CAMKII (KN62) y Calcineurina (Cypermetrina), 
los tres conocidos componentes “down-stream” de las vías PCP y Ca2+, no reducían la 
degradación de la proteína Alex3 causada por Wnt1 (Figura 6c). 

A menudo, la fosforilación/defosforilación señala a las proteínas para la degradación 
(Liu et al., 2002). La secuencia de la proteína Alex3 tiene diferentes lugares putativos para la 
fosforilación por CK2, PKA y PKC, todos ellos “down-stream” efectos de la vía de Wnt 
(Figura 1). A continuación testamos si la inhibición de estas kinasas afectaba la degradación 
de Alex3. Encontramos que la inhibición de CK2 (usando CK2 inhibitor-1) reduce los niveles 
de la proteína Alex3, e incrementa la degradación de Alex3 inducida por Wnt1 (Figura 7a), 
sugiriendo que la defosforilación de Alex3 puede activar su degradación. A continuación, 
encontramos que la activación de PKC por TPA evitaba completamente la degradación de 
Alex3 mediada por Wnt1 (Figura 7c). Al contrario, la inhibición de PKC por CalphostinC o 

Figura 5: La degradación de Alex3 es independiente de la vía canónica de Wnt/�-catenina. (a,b) La �-
catenina constitutivamente activa ni induce la degradación de Alex3 como se ve en WB (a) ni revierte los 
fenotipos mitocondriales agregados inducidos por la sobreexpresión de Alex3 (b). (c,d) Ni la inhibición de 
GSK3� con 10mM LiCl o con 10μM SB212763 (c) ni la co-transfección con Dvl2 (d) induce la degradación de 
la proteína Alex3. La transfección con Wnt1 fue usada como control para la degradación de Alex3. Barra de 
escala: 10μm. 
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usando un quelante intracelular de Ca2+ BAPTA/AM aumentaba ligeramente (no previno) la 
degradación de Alex3 inducida por Wnt1 (Figura 7b,d). Resulta interesante que el bloqueo de 
PKC en ausencia de Wnt1 era suficiente para reducir los niveles de la proteína Alex3. Estos 
hallazgos sugirien un papel principal de PKC en el control y degradación de los niveles de 
proteína de Alex3 dependiente e independientemente de Wnt1. Además, observamos que el 
tratamiento con TPA en células HEK293AD fue suficiente para prevenir la desagregación de 
los fenotipos mitocondriales inducida por Wnt1 (Figura 7e,f). 

Figura 6: La degradación de Alex3 por Wnt1 es independiente del proteosoma, JNK, CMAKII y 
Calcineurina. (a) La inhibición del proteosoma con el tratamiento 10μM MG-132 bloquea la degradación 
normal de Alex3 pero no la inducida por Wnt1. (b) Numerosas células HEK293AD transfectadas con el 
inhibidor proteosomal muestran el fenotipo de agregación más severo. (c) La inhibición de JNK con 10μM 
SP600125 (efector downstream de la vía Wnt/PCP), CAMKII con 25μM KN62 o Calcineurina con 10μM 
Cypermetrin (efectores downstream de la vía Wnt/Ca2+) no inducen la degradación de la proteína Alex3. Barra 
de escala: 10μm.  

 

Wnt1 regula la dinámica mitocondrial dependiente de Alex3 a través de mecanismos 
dependientes de PKC 

La sobreexpresión de Alex3 en células HEK293 conlleva a una agregación 
mitocondrial y a una reducción de la motilidad mitocondrial. Para investigar si Wnt1 altera 
estos fenotipos, nosotros filmamos la motilidad mitocondrial realizando grabaciones de video. 
Células HEK293 control muestran una red densa de mitocondrias que se mueve de manera 
dinámica, similar a como ha descrito (Yi et al., 2004)(Figura 8a). La sobreexpresión de Alex3 
resulta en la progresiva agregación de las mitocondrias individuales en grandes clusters cerca 
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Figura 7: La fosforilación por PKC y CKII protege frente a la degradación Wnt/Frizzled de Alex3. (a,b) 
La inhibición de CKII (con 100μM casein kinase II inhibitor I) y PKC (con 1μM Calphostin C), efectores 
downstream de la vía de señalización de Wnt, son suficientes para producir la degradación de Alex3. (c) En 
contraste, la activación de PKC con 1μM TPA protege contra la degradación inducida por Wnt1 de la proteína 
Alex3. (d) El tratamiento con 20μM BAPTA/AM, un quelante intracelular de calcio, también reproduce la 
degradación por PKC. (e) Fotomicrografías demostrando que el tratamiento con TPA previene la degradación de 
Alex3 inducida por Wnt1 y la inversión a los fenotipos mitocondriales normales. (f) Cuantificación y 
representación gráfica (media ± desviación estándar) de los fenotipos mitocondriales en HEK293AD en las 
condiciones mostradas en (e); Destaca que la incubación con TPA previene el rescate de los fenotipos 
mitocondriales inducidos por Wnt1. Barra de escala: 10μm. La cuantificación de los niveles de la proteína Alex3 
está mostrada debajo. 
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del núcleo, que exhiben una marcada reducción en su dinámica (motilidad) (Figura 8b). De 
acuerdo con los resultados mostrados arriba, la transfección con el cDNA de Wnt1 disminuye 
los niveles de la proteína Alex3 en células HEK293T; además, la activación por Wnt1 
restablece la motilidad y dinámica mitocondriales a los niveles basales (Figura 8c). Por 
último, este fenotipo mitocondrial revertido es evitado por el tratamiento con el activador de 
PKC TPA en células HEK293T co-transfectadas con Alex3 y Wnt1, que nuevamente exhiben 
grandes clusters mitocondriales con reducida motilidad (Figura 8d). En conjunto estos 
hallazgos sugieren que Wnt1 no solo controla los niveles de la proteína Aelx3, sino que 
también la dinámica y motilidad mitocondrial en una forma dependiente de PKC. 

Figura 8: Wnt1 
incrementa la 
motilidad y dinámica 
mitocondrial. Series 
de imágenes 

confocales 
representativas, 

tomadas cada 225 
segundos, a partir de 
células HEK293T 
vivas sobreexpresando 
la proteína localizada 
en mitocondrias 
MitDsRed (a), la 
proteína fusionada 
Alex3GFP (b), o 
Alex3GFP y Wnt1 
cDNAs (4:1) (c,d). En 
(d) el tratamiento con 
TPA fue usado para 
activar PKC. Las 
flechas identifican 
áreas con una alta 
dinámica mitocondrial. 
Mientras la motilidad 
mitocondrial es alta en 
las condiciones control 
(a) y Alex3GFP/Wnt1 
(c), esta está 
severamente reducida 
en las células 
sobreexpresantes de 
Alex3-GFP (b) y en  
las células tratadas 

Alex3GFP/Wnt1/TPA 
(d). Barra de escala: 
10 μm. 
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Capítulo III: La proteína Armc10/SVH (ancestro de la familia Armcx) también regula la 
dinámica mitocondrial e interacciona con el complejo KHC/Miro/Trak2. 

 

Caracterización de la proteína Armc10. 

La secuencia de la proteína Armc10, a diferencia de las proteínas Armcx que están 
codificadas por un único exón, esta codificada por 7 exones localizados en el cromosoma 
7q11.22 (Huang et al., 2003). Debido al splicing alternativo en los exones 2, 5 y 6, existen por 
lo menos 6 isoformas de la proteína Armc10 (A-F) (Figura 1), de las cuales se ha demostrado 
la expresión de 4 de ellas (A-D) (Huang et al., 2003). Todas estas isoformas, de manera 
similar a las proteínas del cluster Armcx, poseen un dominio transmembrana en el extremo N-
terminal (aa 7-29), un probable lugar de cleavage (aa 30-36) y una secuencia flanqueante con 
una alta basicidad en uno de los extremos de su región transmembrana similar a las que 

Figura 1: Representación esquemática de las diferentes isoformas de la proteína Armc10 (Svh). Los 
dominios predichos fueron anotados en base a las bases de datos tales como Pfam, Smart o Wolfpsort y 
referencias bibliográficas. Las estrellas muestran la posición de los putativos lugares de fosforilación en serina o 
treonina (notar que el residuo 153 es putativo lugar de fosforilación para CK2 y PKC). Números en la parte 
superior: exones. Números en la parte derecha: longitud aminoacídica de la proteína. 
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poseen las proteínas Tom20 y Bcl-w, la cual predice una posible localización en la membrana 
mitocondrial externa (Rapaport, 2003). La proteína Armc10 full-lenght (isoforma A) posee 6 
dominios armadillo, incluidos en el dominio DUF634 (aa 85-337), que pueden estar 
completos o parcialmente delecionados en las otras isoformas (Figura 1), así como varios 
potenciales sitios de fosforilación para la proteína kinasa C y CKII. 

La expresión del gen Armc10 ha sido caracterizada por estar ampliamente distribuida 
en varios tejidos, incluyendo placenta, hígado, riñón, corazón y cerebro (Huang et al., 2003). 
Para profundizar en la localización de la proteína Armc10, hicimos uso del anticuerpo Rabbit 
anti-Armc10 HPA011057 (Sigma-Aldrich).  Primero comprobamos la especificidad del 
anticuerpo, realizando análisis de WB contra lisados de células HEK293T (Figura 2a). En 
estos estudios pudieron identificarse hasta 4 bandas, con pesos moleculares que podrían 
corresponder a 4 o 5 de las isoformas de la proteína (Pesos moleculares de las isoformas A-E: 
37,5 Kda isoforma A; 33,8 Kda isoforma B; 31 Kda isoforma C y E y 27,4 Kda isoforma D). 

Figura 2: Expresión y 
localización de la proteína 
Armc10. (a) El anticuerpo 
anti-Armc10 específicamente 
reconoce la proteína Armc10 
endógena. El anticuerpo 
reconoce cuatro especies 
específicas de alrededor de 
37,5; 33,8; 31 y 27,4 KDa en 
células HEK293T, como se 
muestra en el Western blot 
(panel de la izquierda). En 
lisados de cerebro murino de 
estadio E16 el anticuerpo 
detecta una única especie de 
alrededor de 31 KDa (panel de 
la derecha). (b,c,d) Secciones 
coronales de cerebro de ratón 
adulto muestran los patrones 
de expresión de la proteína 
Armc10 (b) en el neocórtex (c) 
en el cerebelo (d) o en el 
hipocampo. (e,f) Imágenes 
confocales mostrando que la 
proteína Armc10 endógena 
(verde) colocaliza con las 
mitocondrias (e) en células 
HEK293T (f) o en neuronas 
hipocampales en cultivo a 7 
DIV; las células fueron 
transfectadas con MitDsRed 
(rojo). Abreviaciones: Ad: 
Adulto; DG: giro dentado; gl: 
capa granular; hip: hipocampo; 
ml: capa molecular; p: células 
de Purkinje. Barra de escala: 
200 μm (b,c,d); 10 μm (e) y 
20 μm (f). 
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Una banda de peso aproximado a 31 Kda, también fue detectada en WBs de lisados de 
cerebro, especialmente en el estadio temprano E16 y que podría corresponder a las isoformas 
C y/o E (Figura 2a). Posteriormente, el patrón regional y celular del inmunomarcaje de la 
proteína Armc10 fue estudiado en secciones de ratón adulto, resultando idéntico al encontrado 
en los análisis de hibridaciones in situ (Capítulo I, Figura 1c), con la proteína Armc10 
ampliamente expresada en la mayoría de las regiones especialmente en el hipocampo, corteza 
y cerebelo (Figura 2b,c,d). Resulta interesante destacar que estas marcas resultaron ser 
mayoritariamente nucleares, lo cual concuerda con la presencia de putativas señales de 
exportación nuclear (NES) (Zhou et al., 2007). 

Debido a que estudios previos habían señalado una posible localización mitocondrial 
de la proteína Armc10 (Pagliarini et al., 2008)(Capítulo I, Figura 1c), se realizaron ensayos de 
inmunofluorescencia en células HEK293T y cultivos neuronales de hipocampo con el mismo 
anticuerpo (Figura 2e,f),  que corroboraron la predominante localización mitocondrial de la 
proteína Armc10 endógena. En conjunto estos datos muestran una localización bimodal 
(mitocondrial y nuclear) parecida a la de la proteína Alex3, y también muestra amplias 
similitudes con las proteínas localizadas en el cluster Armcx, lo que apunta a que pueda tener 
funciones similares en el sistema nervioso. 

 

La proteína Armc10 regula la agregación y transporte mitocondrial. 

Debido a las similitudes en los patrones de expresión y localización de las proteínas 
Armc10 y Alex3, resulto interesante demostrar si la proteína Armc10, ancestro del cluster 
Armcx, estaba también implicada en la regulación de la agregación y transporte mitocondrial. 
Para ello, hicimos uso de un vector codificante para la proteína Armc10 murina, 
correspondiente a la isoforma B y que posee los 6 dominios armadillo y que mostró 
nuevamente una localización mitocondrial. Células HEK293T fueron transfectadas con el 
cDNA de Armc10 fusionada en su extremo C-terminal con GFP y estudiado el fenotipo 
mitocondrial. Similar a la proteína Alex3, encontramos que el 88% de las células 
sobreexpresantes de la proteína Armc10 muestran fenotipos anormales, variando entre 
fenotipos fuertemente agregados (29%; aggregated) en los que había un gran y único 
agregado en la zona perinuclear (Figura 3a) y fenotipos intermedios (49%; altered), lo cual 
puede indicar un papel similar en la regulación de la agregación mitocondrial en línea celular. 

Para investigar si la proteína Armc10 está también implicada en el transporte 
mitocondrial en axones, cultivos de neuronas hipocampales fueron transfectadas a 4DIV con 
MitDsRed o Armc10-GFP (Figura 3b) y después de 2 días, axones de neuronas vivas fueron 
identificados y grabados a lo largo de 15 minutos y la motilidad mitocondrial cuantificada por 
medio de kimografías como se describe previamente. En los cultivos control, alrededor de un 
30% de mitocondrias presentaban movilidad a lo largo de los 15 minutos de grabación 
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(Hollenbeck and Saxton, 2005), mientras que el resto de mitocondrias permanecían 
estacionarias. Por el contrario, el transporte mitocondrial en las neuronas transfectadas con la 
proteína Armc10-GFP mostraban una disminución significativa del transporte mitocondrial en 
ambos sentidos, anterógrado y retrógrado (Figura 3b), aunque a diferencia de los resultados 
previos observados con la proteína Alex3, ni la velocidad ni la distancia recorrida por 
mitocondria resultaron afectadas (Figura 3b). 

Para confirmar la noción de que la proteína Armc10 también regula el tráfico 
mitocondrial en neuronas, se realizaron experimentos de silenciamiento de la proteína 
endógena, transfectando los cultivos neuronales con una secuencia específica para la región 
C-terminal de Armc10 y presente en todas sus isoformas (57) (Figura 3c) o una secuencia 
control scrambled. Las neuronas expresantes del shRNAi para Armc10 eran viables y 
morfológicamente normales. Nuevamente, las neuronas silenciadas para Armc10 presentaban 
una reducción en la motilidad y tráfico mitocondrial en ambos sentidos, y nuevamente ni la 
velocidad ni la distancia recorrida por mitocondria se mostraron alteradas por el 
silenciamiento. En conjunto, estos datos muestran que los niveles de la proteína Armc10, al 
igual que los de Alex3, regulan la motilidad de las mitocondrias en cultivos hipocampales de 
neuronas. 

 

Armc10 interaccionan con el complejo KHC/Miro/Trak2. 

Finalmente, para confirmar si la regulación del trafico mitocondrial por parte de la 
proteína Armc10 es similar al producido por Alex3, investigamos la posible interacción del 
ancestro del cluster Armcx, Amrc10, con el complejo regulador del trafico mitocondrial en 
neuronas KHC/Miro/Trak2. Para ello, células HEK293T fueron co-transfectadas y ensayos de 

(Página anterior) Figura 3: Los niveles de la proteína Armc10 alteran la distribución mitocondrial y 
regulan el transporte axonal de las mitocondrias en neuronas hipocampales. (a) La sobreexpresión de 
Armc10-GFP en células HEK293T induce severas alteraciones en la morfología y distribución de la red 
mitocondrial. Nosotros clasificamos estos efectos en una escala de 3 puntos desde cambios no sustanciales, 
hasta el fenotipo más severo (ver Métodos) que consiste en la completa agregación de la red mitocondrial en la 
región perinuclear, como se muestra en el panel de la izquierda. En el panel de la derecha, cuantificación y 
representación gráfica (media ± desviación estándar) de las subpoblaciones mencionadas arriba de células 
sobreexpresantes de Armc10-GFP. (b,d) (Izquierda) Imágenes confocales y quimografías representativas del 
total del período de adquisición (i. e. 15 min. por película) de axones sobreexpresantes de las proteína 
mitocondrial MitDsRed o la proteína fusionada Armc10-GFP (b), o MitDsRed más un control shRNAi o un 
shRNAi específico de Armc10 (d). A la derecha representación gráfica del % de mitocondrias móviles, 
velocidad y distancia cubierta por mitocondrias individuales medidas en las quimografías para los experimentos 
de sobreexpresión (b) o silenciamiento (d). Todas las quimografías están formadas con el extremo axonal distal 
a la derecha y los datos representan la media ± s.e.m de 12-21 axones (neuronas) por grupo experimental, de por 
lo menos 4 experimentos independientes. ***P<0.001; **P<0.01; *P<0.05. (c) Células HEK293T fueron 
transfectadas con un constructo de expresión de Armc10-myc y un vector pGFP-V-RS que contenía diferentes 
secuencias shRNAi específicas para Armc10 (54, 55, 56, 57) y un control shRNAi scrambled. La secuencia 
shRNAi recuadrada, 57, fue seleccionada para realizar todos los experimentos de silenciamiento. Los paneles de 
la derecha identifican el axón representado en (d) expresando GFP tras la transfección. Barra de escala: (a) 10 
μm y (b,c,d) 20 μm. 
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inmunofluorescencia realizados, entre Armc10-GFP y las proteínas Miro2, Trak2 y KIF5C. 
Mientras estos estudios revelaron una fuerte colocalización con las proteínas Miro2 y Trak2, 
la proteína KIF5C muestra una colocalización parcial, posiblemente debida a la amplia 
localización de la proteína KIF5C en todo el citoplasma (Figura 4b). 

Figura 4: Armc10 es un componente del complejo kinesina/Miro/Trak2 responsable del transporte 
mitocondrial a través de microtúbulos. (a) Co-inmunoprecipitación de Armc10-GFP con Miro2myc, 
KIF5Cmyc o Trak2myc resulta en la interacción específica de Armc10-GFP con Miro2myc y Trak2myc pero no 
se detectó interacción entre Armc10-GFP y KIF5Cmyc. Un plásmido GFP fue usado como control. (b) 
Colocalización de Armc10-GFP (verde) con Miro2myc, Trak2myc o KIF5Cmyc (red) en células HEK293T co-
transfectadas y procesadas para inmunocitoquímica. Los paneles de la derecha muestran una imagen ‘merged’ 
donde la colocalización (amarillo) de Armc10-GFP es aparente con Miro2myc y Trak2myc. Armc10-GFP y 
KIF5Cmyc comparten bajos niveles de colocalización. Barra de escala: 20 μm. 

 

Posteriormente, se llevaron a cabo ensayos de co-inmunoprecipitación en células 
HEK293T transfectadas con Armc10-GFP y las proteínas Miro2, Trak2 o KIF5C fusionadas 
al epítopo myc (Figura 4a). Las proteínas Miro2 y Trak2 fueron detectadas por WB en lisados 
inmunoprecipitados con el anticuerpo anti-GFP y a la inversa, la inmunoprecipitación con los 
anticuerpos anti-myc permitían detectar la proteína Armc10. En contraste, no fue posible 
detectar la co-inmunoprecipitación de Alex3-GFP con KIF5C-myc ni viceversa. En conjunto, 
los datos mostrados arriba demuestran que el ancestro del cluster Armcx, Armc10, también 
interacciona con el complejo Miro/Trak2, de forma similar a la que lo hace la proteína Alex3. 
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Capítulo IV: Generación de modelos in vivo. Resultados preliminares 

 

Para profundizar en el estudio de los genes Armcx se ha llevado a cabo la generación 
de cepas de ratones deficientes para estas proteínas con el objetivo de poder estudiar un 
modelo ‘in vivo’ en el que estén participando. Para la generación de los animales se han 
seguido dos modelos, la generación de ratones knock-out condicionales para la proteína Alex3 
y la generación de animales knock-downs mediante la inyección de lentivirus que expresan 
shRNAs específicos para las proteínas Armcx/Armc10. 

 

Generación del ratón Knock-out condicional para Alex3 

La generación del ratón Knock-out para Alex3 se esta llevando a cabo con la 
colaboración del servicio “Mouse Mutant Core Facility” del Instituto de Recerca Biomédica 
de Barcelona. Para ello, la estrategia utilizada es la de direccionamiento génico (gene 
targeting) mediante técnicas de recombinación. En una primera fase, se generó un gen 
condicional para Armcx3 en el vector PGK-DTA. El gen Armcx3 contiene 5 exones, con su 
quinto exón codificando para la totalidad de la proteína Alex3. Flanqueando este exón se 
insertaron dos secuencias LoxP que constituirán la secuencia condicional en los ratones 
Knock-out y también se añadió un cassette flanqueado por secuencias FRT con un gen 
reportero LacZ y con el gen de resistencia a Neomicina para la posterior selección clonal 
(Figura 1). 

Figura 1: Estructura del vector usado para la generación del ratón knock-out para la proteína Alex3. El 
gen Armcx fue clonado en el vector PGK-DTA (rectángulo azul). La región del exón 5 (rectángulo negro), que 
contiene la secuencia codificante completa de Alex3 (flecha gris), está flanqueada por los lugares específicos de 
la recombinasa Cre, LoxP (triángulos rojos). Esta secuencia está precedida por el gen reportero LacZ y un gen de 
resistencia a Neomicina (rectángulo verde) que permitirá la selección de las células ES y que será deleteada a 
través del cruce con Flp recombinasa que reconocerá las secuencias específicas FRT (triángulos amarillos). 

 

Este vector fue transfectado en células madre murinas (ES cells) que, mediante 
recombinación homóloga, sustituirán el gen Armcx3 endógeno por el gen condicional 
Armcx3. A continuación se procedió a la selección de los clones positivos para este proceso 
mediante diversos métodos, como PCR o Southern Blot (Figura 2). Para la obtención de los 
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modelos murinos, se ha procedido, como paso previo, a la generación de ratones “quimera”. 
Para ello, se han inyectado las ES positivas en cepas de ratón sobreexpresantes para la Flp 
recombinasa que permitirán extraer el cassete de selección LacZ/Neo. Posteriormente, se 
procederá a la obtención de ratones que expresen el gen Armcx3 condicional en todo el 
animal. Con este diseño se pretenden obtener cepas de ratones que, por cruzamiento con cepas 
que expresen el gen recombinasa CRE bajo diferentes promotores específicos de tejido y 
estadio celular, permitan controlar los tejidos en los que el gen estará delecionado sin verse 
afectada la expresión de la proteína en el resto del animal. 

 

Figura 2: Screening por Southern Blot de células ES. 
Una sonda de 571pb específica para el gen de resistencia a 
Neomicina fue usada contra DNA digerido por el enzima 
de restricción ScaI proveniente de diferentes clones 
positivos por PCR para el gen condicional Armcx3. Como 
se observa en la imagen una banda del tamaño esperado 
(12Kb) fue claramente detectada para los clones 1D10, 
3B7 y 3D8. 

 

Generación de ratones knock-downs para los genes Armcx/Armc10 

La Generación de los ratones knock-downs se llevó a cabo en colaboración con el Dr. 
Carlos Lois de la “Universty of Massachusetts. Medical School”, mediante el uso de la 
técnica de inyección de lentivirus en el espacio perivitelino de embriones en estadios de una 
célula, tal y como describe (Lois et al., 2002). Esta técnica se ha demostrado efectiva para la 
generación de animales transgénicos entre ellos ratones (Lu et al., 2004). 

Brevemente, para la generación de estos ratones, se comprobó el funcionamiento de 
secuencias shRNAs para los genes Armcx2, Armcx3 y Armc10 (Cáptiulo I, Figura 22; 
Cápitulo III, Figura 3). Secuencias funcionales, fueron clonadas en el vector FG12 adecuado 
para la obtención de lentivirus, que posee un gen reportero GFP bajo el promotor de 
ubiquitina. A continuación, se generaron partículas lentivirales con un alto título que fueron 
inyectadas en el espacio perivitelino de embriones en estadio de una célula. Posteriormente 
alrededor de 20 embriones fueron implantados en hembras pseudo-embarazadas de la edad 
adecuada. Los ratones nacidos constituirían la generación F0 de la colonia que expresarían la 
secuencia shRNA en la totalidad del organismo. 

Los ratones F0 fueron genotipados visualmente por su expresión de GFP y por PCR en 
aquellos casos donde había una baja expresión. Estos ratones suelen presentar diferente 
número de copias insertadas en el genoma, lo que puede dar lugar a diferentes niveles de 
expresión de la proteína silenciada, por lo que requiere la generación de una F1 o F2 con una 
única copia de shRNA que silencie los niveles de proteína de manera eficiente (Lois et al., 
2002) y reproducible en la descendencia. 
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A falta de generar una F1 estable, los ratones knock-downs para los genes 
Armcx/Armc10 son viables y no presentan ninguna diferencia destacada frente a sus 
hermanos wild-type, lo que también había sido descrito para el ratón knock-out de Gasp1 
(Boeuf et al., 2009). Sin embargo, cuando se ha intentado reproducir estos animales, cruzando 
ratones machos transgénicos con hembras wild-type, estos han mostrado una baja tasa de 
reproducción. 

 
Figura 3: El hígado y 
testículos de los ratones 
knock-downs para la 
proteína Armcx3. (a) 
Secciones de hígado 
teñidas con hematoxilina-
eosina muestran 
depósitos similares a 
cúmulos de lípidos 
(flechas). (b) Secciones 
de testículo mostrando 
atrofia de los túbulos 
seminíferos (asteriscos). 
Barra de escala: 
imágenes a baja 
magnitud (panel de la 
izquierda) 500 μm, 
imágenes a gran 
magnitud (panel de la 
derecha) 200 μm. 
 
 
 

Para un estudio mas detallado en busca de fenotipos diferenciales, técnicas de 
inmunohistoquímica han sido realizadas contra diferentes tejidos (testículos, hígado, piel, 
corazón y cerebro) en los animales knock-down Armcx3. Los testículos de estos animales 
muestran alteraciones en la formación de los espermatozoides y atrofia en los túbulos 
seminíferos (Figura 3), lo que posiblemente esta relacionado con la baja tasa reproductiva de 
estos animales. En las imágenes del hígado, también se observa una organización anómala de 
este tejido con la presencia de estructuras semejantes a acumulaciones de lípidos y que 
pueden indicar alteraciones en el metabolismo hepático (Figura 3). Finalmente, cabe destacar 
que la apariencia de las estructuras cerebrales no presenta grandes alteraciones con respecto a 
sus hermanos wild-type. Ninguna diferencia destacable tampoco fue apreciable en piel o 
corazón. 

Estudios en profundidad, también con los animales knock-downs Armcx2 y Armc10, 
serán necesarios para confirmar estos datos preliminares. El hecho que no se hayan 
encontrado grandes diferencias en el fenotipo del sistema nervioso, puede deberse a una cierta 
redundancia en la función de las proteínas Armcx/Armc10, sin embargo, no es descartable que 
sea necesario condiciones de estrés o patológicas para observar fenotipos significativamente 
diferentes con los ratones wild-type, al igual que ocurre para los ratones knock-out de Gasp1 
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(Boeuf et al., 2009; Martini et al., 2010; Thompson et al., 2010). En conjunto, el estudio de 
estos animales supondrá una herramienta muy importante para comprender la función ‘in 
vivo’ de las proteínas del cluster Armcx/Armc10. 
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A.- La familia de proteínas Armcx 

Evolución génica 

El cluster de genes Armcx (Armcx1-6, Gprasp1-2 y bhlhb9) se originó por la 
retrotransposición de un único gen que contiene dominios armadillo (Armc10) exclusivo de y 
presente en todos los vertebrados, y por subsiguientes duplicaciones en tándem de corto 
alcance de una región de evolución rápida en el cromosoma X de euterios. El gen Armc10 
presenta amplias similitudes en la secuencia con el resto de genes del cluster Armcx, pero 
destaca tanto su presencia en todos los vertebrados, a diferencia de la exclusividad de los 
genes Armcx en los mamíferos placentarios, como que su proteína se encuentra codificada por 
al menos 7 exones, frente a 1 exón para el resto de genes Armcx, lo que lo sitúa como un buen 
candidato para ser el ancestro de esta familia de genes.  

Resulta interesante que los estudios previos sobre la evolución de esta familia de 
genes, destacaban la presencia de un gen ortólogo del gen Armcx6 en pez zebra (Danio rerio) 
(hipothetical protein FLJ20811, AY423030), sin  embargo, recientemente esta secuencia ha 
sido retirada y confirmada su pertenencia a la oveja común (Ovis aries). El gen Armcx6 de 
Danio rerio había hecho describir el origen de esta familia al inicio de los orígenes de los 
vertebrados con una rápida evolución posterior en un estadio temprano de los mamíferos 
euterios (REF), sin embargo, el descarte de la presencia del gen Armcx6 en Danio rerio 
refuerza aun mas la noción de que el gen Armc10 sea el ancestro del cluster Armcx y la 
exclusividad de este cluster de genes como una innovación de los mamíferos euterios. 

Con estos datos, creemos necesaria una revisión de la nomenclatura de esta familia de 
genes. Previamente había sido sugerida la revisión para ser sustituida la nomenclatura por la 
familia de genes GASP (G protein-coupled receptor associated sorting proteins) (Abu-Helo 
and Simonin, 2010), aunque todavía no se ha confirmado la asociación de todas las proteínas 
del cluster con los receptores asociados a proteínas G, y el gen Armc10, ancestro de la familia, 
también se ha incluida en ella como GASP8. Por ello, nosotros hemos creído conveniente 
mantener la nomenclatura oficial de los genes, especialmente en lo referente a los genes 
Armcx (Armadillo containing protein lost in epithelial cancers on crhomosome X), 
nomenclatura proveniente del primer miembro identificado, Alex1 (Kurochkin et al., 2001), y 
que creemos mejor para nombrar a toda la familia. Esto se debe principalmente a dos razones: 
que todos los genes del cluster se encuentran localizados en el cromosoma X y que todos 
poseen dominios armadillo en su secuencia, incluidos en el dominio DUF463, y que 
posiblemente son un remanente de su antecesor Armc10. 

Además, debido a que: i) la expresión de las copias de los genes retrotranspuestos 
depende mayoritariamente de la zona de inserción; ii) los cluster de genes son normalmente 
mantenidos por compartir las secuencias reguladoras o una regulación a mayor escala del 
cluster completo; y iii) los genes pertenecientes al cluster Armcx están altamente expresados 
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en el tejido nervioso y están probablemente envueltos en el trafico mitocondrial en neuronas, 
nosotros proponemos que el cluster de genes Armcx esta globalmente regulado, lo que 
concuerda con la similar expresión de los genes Armcx. Además, nosotros hipotetizamos que 
el desarrollo y la evolución de este cluster esta unido al incremento en la complejidad del 
cerebro euterio, entonces añadiendo mayor complejidad molecular a la regulación del tráfico 
mitocondrial, especialmente en el sistema nervioso de los vertebrados superiores. 

 

Una familia de proteínas mitocondriales 

En el presente trabajo hemos demostrado que todos los genes estudiados del cluster 
Armcx codifican para una serie de proteínas cuya localización primaria es el compartimento 
mitocondrial tanto en células HEK293 como en neuronas, lo cual incluye a las proteínas 
Armcx1, Armcx2, Armcx3, Armcx5 (no mostrado), Armcx6 y Armc10. Alguna de estas 
proteínas ya habían sido identificadas con el compartimento mitocondrial como es el caso de 
Armcx3 y Armc10 (Pagliarini et al., 2008; Mou et al., 2009), la proteína Armcx2 y Gprasp2 
también han sido relacionadas con estructuras de membrana, que semejan una distribución 
mitocondrial (Smith et al., 2005; Horn et al., 2006) y la proteína bhlhb9 recientemente ha sido 
descrito su interactoma en el tejido cardíaco, mostrando una proporción substancial de 
proteínas (aproximadamente un 27%) que se encuentran localizadas en la mitocondria 
(Mishra et al., 2011) lo cual refuerza una posible localización mitocondrial de esta proteína. 
También resulta interesante destacar que en el caso de la proteína Gprasp2 esta fue 
caracterizada en las estructuras de membrana interaccionando con la Huntingtina, proteína 
que ha sido identificada en el compartimento mitocondrial y que regula su transporte (Horn et 
al., 2006; Jin and Johnson, 2010). En el caso de GASP1 la mayoría de estudios destacan su 
localización citoplasmática (Matsuki et al., 2001; Kiyama et al., 2006; Martini et al., 2007), 
sin embargo, una posible localización mitocondrial debería ser estudiada más a fondo. 
Finalmente, no se han realizado estudios de localización intracelular para la proteína Armcx4, 
si bien su secuencia, similar a la de otras proteínas del cluster hace hipotetizar una posible 
localización mitocondrial. En conjunto estos datos  parecen indicar que efectivamente las 
proteínas codificadas por el cluster de genes Armcx localizan primariamente en las 
mitocondrias. 

La localización predominantemente mitocondrial de las proteínas Armcx concuerda 
con la secuencia nucleotídica de sus genes, que poseen una señal de localización para la 
membrana mitocondrial externa. Las proteínas Armcx poseen una secuencia transmembrana 
en su extremo N-terminal flanqueada por residuos aminoácidos con una alta basicidad 
(Capítulo I, Figura 1b). Proteínas con estas características han sido identificadas por estar 
localizadas en la membrana mitocondrial externa (Rapaport, 2003), lo que ha sido confirmado 
para la proteína Alex3 en estudios bioquímicos y de microscopia electrónica (Mou et al., 
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2009)(Capítulo I, Figura 7e,f) y cuya deleción de 12 aa en N-terminal es suficiente para 
impedir su localización en estas organelas (Capítulo II, Figura 2). Así, podemos afirmar que 
las proteínas Armcx se encuentran localizadas en la membrana mitocondrial externa con su 
extremo N-terminal insertado en la membrana y su cola C-terminal (que representa la mayor 
parte de la proteína) mirando hacia la cara citosólica y donde probablemente tendrán lugar las 
interacciones con otras proteínas. 

Además de las secuencias putativas de localización mitocondrial, todos los genes 
Armcx/Armc10 contienen señales de localización nuclear y hasta 6 dominios similares a 
armadillo en la región C-terminal. Nosotros también mostramos que algunos miembros, 
incluyendo Alex3 y Armc10, tienen una localización nuclear en neuronas, y en un estudio de 
dos híbridos usando Alex3 como cebo (ver más abajo) dio lugar a la interacción con algunas 
proteínas nucleares implicadas en funciones nucleares (e.g., Nap1/4, Nup62; RanBP5, 
Smarca2 o Suds3). La observación de que la falta de la región N-terminal conlleva a la 
localización nuclear de Alex3, y la existencia de un putativo codón de inicio en la primera 
metionina interna (aa 38) da la posibilidad de una isoforma alternativa de translación de Alex3 
actuando selectivamente en la mitocondria o en el núcleo. Estos hallazgos son consistentes 
con estudios previos que muestran la interacción de Alex3 con el factor de transcripción 
Sox10 y conllevan a un aumento de la actividad transcripcional por Alex3 (Mou et al., 2009), 
o la regulación de la actividad transcripcional de Armc10-B mediante la interacción con la 
proteína p53 (Zhou et al., 2007).  

Finalmente, debido al control transcripcional (Zhou et al., 2007; Mou et al., 2009) y la 
presencia de 6 dominios similares a armadillo, los genes Armcx/Armc10 pueden 
funcionalmente interaccionar con la vía de Wnt/�-catenina. Se ha visto que Wnts regulan al 
alza la expresión de varios de estos genes, entre ellos Armcx1, que se encuentra regulado por 
CREB y Wnt/�-catenina en células de cáncer colorectal (Iseki et al., 2010), y Armcx3, que 
está regulado a la baja en las gónadas femeninas donde Wnt4 esta implicado reprimiendo 
genes, en contraste a gónadas masculinas o gónadas mutantes para Wnt4 (Coveney et al., 
2008). En este mismo trabajo también encuentran a Armcx2 regulado a la baja en las gónadas 
femeninas frente a las masculinas, por lo que se sugiere un posible papel redundante de estos 
dos genes en el desarrollo de las gónadas. Además, resultados preliminares en nuestro 
laboratorio también han demostrado que tanto la sobreexpresión de Armcx3 y Armc10 
producen una inhibición de la vía de Wnt/�-catenina en células HEK293 y médula de pollo 
(no mostrado). 

Las proteínas Armcx/Armc10 tienen grandes similitudes entre ellas, incluyendo una 
localización primaria mitocondrial, señales de localización nuclear y 6 dominios armadillo, 
además de presentar una alta expresión en el sistema nervioso. Esto hace pensar que pueda 
existir cierta redundancia en sus funciones, como ya ha sido postulado previamente (Coveney 
et al., 2008). Sin embargo, la aparición del cluster de 9 genes Armcx en los mamíferos 
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placentarios, hacen pensar en la aparición de una nueva adaptación fisiológica (Winter and 
Ponting, 2005) y mostrar un proceso finamente regulado que puede ser dependiente del 
estadio o tipo celular (vease por ejemplo, la diferencia en el patrón de expresión de Alex3 en 
el citoplasma de las células de Purkinje y en un patrón con bandas parasagitales similar al de 
Zebrina II (Introducción, Figura 23J) en contraste del observado para Armc10 que localiza 
principalmente en el núcleo de estas células (Capítulo III, Figura 2c)). En este trabajo se 
muestra principalmente el papel de dos de estos genes: Amcx3, miembro del cluster en el 
cromosoma X, y Armc10, ancestro del cluster que puede presentar características que han 
perdurado en los genes Armcx. 

 

B.- Papel de Alex3 y Armc10 en la función mitocondrial 

Alex3 y Armc10 regulan el transporte y dinámica mitocondrial  

El tráfico y dinámica mitocondrial son especialmente importantes en neuronas donde 
el correcto posicionamiento de estas organelas se ha visto esencial para la viabilidad neuronal 
y la neurotransmisión. Datos recientes han mostrado que la dinámica mitocondrial neuronal 
(transporte y fusión-fisión de membranas) esta altamente coordinado y controlado por las 
kinesinas, las GTPasas mitofusina 1-2 y Miro1-2, y la proteína adaptadora Trak2 (Verstreken 
et al., 2005; Saotome et al., 2008; Misko et al., 2010). Aquí nosotros describimos una nueva 
familia de proteínas mitocondriales que controlan la distribución, agregación y dinámica de 
estas organelas y que es evolucionariamente específica de los mamíferos euterios. 

La sobreexpresión de las proteínas Armcx/Armc10 se ha visto provoca la agregación 
y/o tethering mitocondrial tanto en neuronas como células HEK293 (Capítulo I, Figura 8, 
Figura 12; Capítulo III, Figura 3a), dando lugar a la formación de un clúster en la zona 
perinuclear. Al menos una de las proteínas, Alex3, provoca este fenotipo de agregación de 
forma independiente de los niveles de Miro1 (Capítulo I, Figura 17). Debido a la similitud 
entre las proteínas Miro1 y Miro2, existe la posibilidad que Alex3 pueda seguir produciendo 
la agregación mitocondrial a través del complejo KIF5/Miro2/Trak2 y que las proteínas Miro 
estén realizando funciones redundantes. Sin embargo, estos hallazgos también sugieren que 
Alex3 podría regular la agregación mitocondrial por un mecanismo todavía desconocido, que 
es probable que implique la interacción con otras proteínas que controlan el tethering y 
agregación, incluyendo mitofusinas (Santel et al., 2003) y en el que la región transmembrana 
de Alex3 resulta imprescindible y suficiente (Capítulo II, Figura 2d). 

En neuronas, se cree que la agregación y tethering mitocondrial sirve para anclar estas 
organelas en localizaciones específicas que requieren una alta demanda de energía y unos 
requerimientos de tamponamiento de Ca2+ (Chang and Reynolds, 2006b; MacAskill and 
Kittler, 2010). El fenotipo observado por la sobreexpresión de las proteínas Armcx es similar 
al observado después de una disfunción de las proteínas reguladores del tráfico y la dinámica 
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de estas organelas, tales como Miro, Mfn, Pink1 o Trak2, lo cual sugiere que la alteración de 
los procesos de dinámica mitocondrial darían lugar a agregación (Huang et al., 2007; Liu and 
Hajnoczky, 2009; Weihofen et al., 2009; MacAskill and Kittler, 2010). Este hecho reforzaría 
la participación de las proteínas Armcx/Armc10 como moduladoras de alguno de estos 
procesos y los sitúan como componentes importantes en la maquinaria que regula la dinámica 
mitocondrial. 

Existen numerosos trabajos que asocian la morfología mitocondrial con su 
funcionalidad (Rappaport et al., 1998; Brocard et al., 2003). Por esta razón, no es de extrañar 
que a menudo las proteínas que regulan la dinámica y el tráfico mitocondrial, tales como 
Mitofusinas (Santel et al., 2003) también participen en estos procesos bio-energéticos. Sin 
embargo, nuestros datos sugieren que la proteína Alex3 no esta implicada en la respiración 
mitocondrial, la determinación del número de copias de mtDNA, la regulación del potencial 
de membrana mitocondrial o la homeostasis y manejo del Ca2+ en la mitocondria. 

De manera similar, nosotros fuimos incapaces de encontrar evidencias de una 
implicación de la proteína Alex3 en la fusión mitocondrial (Capítulo I, Figura 15). Aunque 
Alex3 favorece la aproximación y tethering de estas organelas (Capítulo I, Figura 16) y este 
proceso debería facilitar la fusión mitocondrial (Hoppins and Nunnari, 2009), es posible que 
se requiera alguna señal para la correcta fusión de las membranas, posiblemente a través de la 
activación de las mitofusinas. Es por ello, que no nos es posible descartar una posible 
implicación de Alex3 en los procesos de fusión/fisión aunque sea de manera indirecta. Estos 
hallazgos, conjuntamente con las consideraciones descritas arriba, sugieren nuevamente que 
los genes Armcx/Armc10 constituyen una nueva familia de proteínas específicamente 
implicadas en la dinámica mitocondrial, regulando agregación y tráfico. 

Por lo menos uno de los genes Armcx (Alex3), y el ancestro de la familia Armc10, 
codifican para unas proteínas que interaccionan con el complejo KIF5/Miro/Trak2, que 
controla la dinámica mitocondrial en neuronas de forma dependiente de Ca2+ (Capítulo I, 
Figura 25; Capítulo III, Figura 4). Nuestros experimentos de inmunoprecipitación muestran 
que tanto Alex3 como Armc10 interaccionan directamente con las GTPasas Miro y con el 
adaptador de kinesina Trak2. Sin embargo, fuimos incapaces de encontrar una interacción 
directa con el motor de kinesina KIF5. Esta observación no descarta la posibilidad de 
interacciones indirectas, particularmente a través de Trak2. Resulta importante que, la 
interacción de Alex3 (y posiblemente de Armc10) con las proteínas Miro/Trak2,  requiere 
bajas concentraciones de Ca2+, ya que la presencia de Ca2+ disminuye dramáticamente la 
interacción. Además, la mutación en el dominio EF-hand (sensor de calcio) de la proteína 
Miro1 anula esta dependencia de Ca2+, indicando por lo tanto que los cambios 
conformacionales producidos por el  Ca2+ en las proteínas Miro (Nelson and Chazin, 1998; 
MacAskill et al., 2009b; Wang and Schwarz, 2009) son mecanismos esenciales que regulan la 
interacción entre Alex3 y el complejo Miro/Trak2. Así, mientras que bajas concentraciones de 
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Ca2+ pueden favorecen la formación de los complejos KIF5/Miro/Trak2/Alex3, los 
incrementos en el Ca2+ intracelular rápidamente desacoplan tales complejos (incluyendo a 
Alex3), por lo tanto deteniendo el tráfico mitocondrial.  

Nuestros experimentos indican que la región C-terminal que contiene los seis 
dominios armadillo es necesaria para la interacción con la proteína Miro (Capítulo I, Figura 
26). Sin embargo, nosotros no podemos saber si esta interacción esta mediada directamente 
por estos dominios, como es el caso de otras proteínas (Tewari et al., 2010), o por otras 
regiones de Alex3 incluidas en el C-terminal. Por otra parte, resulta interesante destacar, que 
ha sido descrito que los motivos similares a armadillo de la proteína p115 se unen a las 
GTPasa Rab1, controlando el trafico del retículo a Golgi y regulando el tethering de las 
vesículas (An et al., 2009), lo cual eleva la posibilidad que los dominios armadillos de las 
proteínas Armcx/Armc10 estén directamente implicados en la regulación del tráfico y 
agregación mitocondrial. 

La noción que Alex3 (y posiblemente Armc10) interacciona con el complejo 
Miro/Trak2 (e indirectamente con KIF5) cuando las mitocondrias son móviles a bajas 
concentraciones de Ca2+ (MacAskill et al., 2009b; Wang and Schwarz, 2009) es reforzada por 
nuestros hallazgos del silenciamiento de Alex3 y Armc10 endógeno en neuronas, que da lugar 
a una marcada disminución en los porcentajes de las mitocondrias móviles, similarmente a lo 
que ha sido observado en las perdidas de función de Miro/Trak2 (Saotome et al., 2008; 
MacAskill et al., 2009b; Brickley and Stephenson, 2011). La observación que el 
silenciamiento de Alex3 y Armc10 no afectan a la velocidad de las pocas mitocondrias 
móviles presentes sugiere un mecanismo en las proteínas Armcx/Armc10 favorecerían la 
formación de los complejos KIF5/Miro/Trak2 (y por lo tanto aumentando el tráfico 
mitocondrial). Sin embargo, estas proteínas están improbablemente implicadas en la 
regulación de la actividad motora de la kinesina por ella misma. Nosotros consideramos 
nuestros hallazgos en la sobreexpresión de Alex3, en las que ambas, el porcentaje y la 
velocidad de las mitocondrias móviles fueron reducidas, proveen mayores evidencias de la 
implicación fisiológica de esta proteína en el tráfico mitocondrial, posiblemente al desregular 
o reclutando componentes del complejo (actuando como un dominante negativo). En conjunto 
con nuestros datos bioquímicos, los presentes estudios funcionales proponen un modelo en el 
que las proteínas Alex3 y Armc10 son reguladores positivos del tráfico mitocondrial, 
interaccionando directamente con los complejos Miro/Trak2. Además, como se muestra para 
el complejo KIF5/Miro/Trak2 (MacAskill et al., 2009b; Wang and Schwarz, 2009), el 
incremento de la actividad neuronal que conlleva a incrementos en Ca2+ es probablemente la 
causa del desensamblaje y arresto mitocondrial en los lugares de neurotransmisión activa y, 
por lo tanto, completando los requerimientos bioenergéticos de la transmisión neuronal.  

Al igual que ocurre con otras proteínas implicadas en el transporte y morfología 
mitocondriales (Delettre et al., 2000; Zuchner et al., 2004), mutaciones en las proteínas 
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Armcx/Armc10 podrían dar origen o contribuir a enfermedades neurodegenerativas, como 
CMT, AD, PD, HSP, HD,… En estas enfermedades, defectos asociados en la distribución 
mitocondrial en células con una regionalización tan específica de las mitocondrias como las 
neuronas, son una de las causas de la enfermedad (Spinazzi et al., 2008). Por ello, en 
colaboración con el Dr. José Ángel Berciano, del Servicio de Neurología del Hospital 
Universitario Marqués de Valdecilla y con el Dr. Jaume Bertranpetit, del Departamento de 
Ciencias Experimentales y de la Salud de la Universitat Pompeu Fabra, se realizaron estudios 
de secuenciación de la región del cromosoma X que contiene el gen Armcx3 en 5 pacientes 
varones diagnosticados con una variante de la enfermedad de CMT ligada al sexo. En estos 
ensayos se llego a la conclusión que la secuencia génica de Armcx3 no tendría implicaciones 
causativas en los pacientes de CMT estudiados, sin embargo, no pudo descartarse una posible 
alteración de regiones reguladores situadas a mayor distancia del gen, o la participación del 
gen Armcx3 en otros subgrupos en los que se clasifica esta enfermedad. Por ello, seguimos 
considerando importante continuar con el estudio clínico de la posible implicación de los 
genes Armcx/Armc10 en alguna enfermedad neurodegenerativa en la que la dinámica 
mitocondrial juega un papel importante y en la que las proteínas de este cluster de genes 
podrían desarrollar un papel importante. 

En conclusión, aquí describimos una nueva familia de genes organizados en un cluster 
genómico y que codifica para proteínas localizadas en la mitocondria. Estas proteínas regulan 
la agregación, dinámica y tráfico mitocondrial en neuronas, e interaccionan con el complejo 
Kinesina/Miro/Trak2. Resulta importante destacar que el cluster de genes Armcx emergió 
rápidamente durante la evolución temprana de los Eutheria. Nosotros proponemos una mayor 
complejidad en los mecanismos moleculares controlando la dinámica mitocondrial, 
específicamente en las neuronas de los cerebros más evolucionados. Nuestros datos apuntan a 
funciones relevantes del cluster de genes Armcx en la función del sistema nervioso y un 
nuevo enlace entre la dinámica mitocondrial y la complejidad del cerebro. 

 

Las proteínas Armcx podrían actuar como mediadores entre la mitocondria y el núcleo. 

Las mitocondrias son orgánulos celulares en los que se desarrollan numerosos 
procesos, como la síntesis de componentes celulares, la obtención de la energía celular, la 
homeostasis de iones o la regulación de los procesos de apoptosis (Kroemer and Reed, 2000; 
Rizzuto et al., 2000), por lo que no es de extrañar que su distribución, su número y su 
contenido estén finamente regulados en función de los requerimientos celulares y 
dependientes de los diferentes momentos del desarrollo (Yaffe, 1999a; Yaffe, 1999b; Nagata, 
2006). Por todo ello debe existir una comunicación constante entre el compartimento 
mitocondrial y el nuclear que permita a la célula responder a cambios en el estado 
mitocondrial, ya sean de manera fisiológica o patológica (Butow and Avadhani, 2004; Liu and 
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Butow, 2006; Cannino et al., 2007; Finley and Haigis, 2009). 

Como ha sido descrito previamente, además de localizarse en el compartimento 
mitocondrial, numerosos datos apoyan una localización nuclear de las proteínas 
Armcx/Armc10 en el núcleo. En este trabajo hemos demostrado como las proteínas Alex3 y 
Armc10 localizan en el núcleo de manera endógena (Capítulo I Figura 7c; Capítulo III, Figura 
2b,c,d) y otros estudios ya aportan indicios para la localización nuclear de otros genes Armcx 
(Matsuki et al., 2001; Beausoleil et al., 2004; Heese et al., 2004; Kiyama et al., 2006). Esta 
localización dual hace suponer que este cluster de genes puede estar actuando en la 
comunicación entre ambos compartimentos en respuesta a determinadas condiciones y 
promoviendo la transcripción de genes. 

Con el objetivo de profundizar en el papel que pueden realizar las proteínas Armcx 
tanto en núcleo como en otros compartimentos celulares, realizamos en el laboratorio un 
estudio de dos híbridos usando como cebo la proteína Alex3 y así detectar posibles 
asociaciones que ayudaran a comprender la función que desarrolla Alex3. Corroborando los 
datos descritos previamente, los resultados obtenidos en este estudio de dos híbridos (Tabla 1) 
muestran que el 34% de las proteínas identificadas localizan principalmente en el 
compartimento nuclear o son proteínas relacionadas con el transporte a través de la membrana 
nuclear.  

Estos resultados refuerzan por una parte la localización nuclear de la proteína Alex3 y 
por otra pueden indicar un posible papel de Alex3 en la regulación de la transcripción ya que 
diversas de las proteínas identificadas interaccionan con la maquinaria responsable de la 
transcripción génica. Entre ellas hay factores de transcripción como Zfp521y Zfp709, dos 
proteínas con dominios de Zinc aún poco caracterizados, PARP4, perteneciente a las PARPs 
que median la ribosilación de proteínas relacionadas con la reparación del DNA o 
componentes de diferentes complejos remodeladotes de la cromatina como Smarca2, SUDS3 
o Mi-2a. Estos resultados también concuerdan con otros estudios que señalan la posible 
interacción de la proteína Alex3 con RPAP2, una proteína asociada de la RNA polimerasa II 
(Jeronimo et al., 2007). 

Entre los numerosos candidatos nucleares también se encuentran diferentes importinas 
y proteínas formadores del poro nuclear (Ranbp5, Ranbp6 y Nup62) y una de ellas, Ranbp5, 
también ha sido descrita por interactuar con otro miembro de la familia Armcx, bhlh9 (Heese 
et al., 2004). En conjunto, estos datos nos indican que la traslocación nuclear de de las 
proteínas Armcx/Armc10 se daría a través de un proceso regulado. 

También se han identificado algunos componentes mitocondriales que podrían permitir 
explicar los efectos de Alex3 en el compartimento mitocondrial, como la proteína Hspa9, 
también conocida como mortalina y que ha sido implicada en proliferación celular, biogénesis 
mitocondrial, estrés oxidativo y cáncer (Kaul et al., 2002; Ma et al., 2006), o Samm50, 
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componente del complejo SAM 
de la membrana mitocondrial 
externa y que se encuentra 
también asociado a mitofilina, de 
la que se ha descrito interacción 
con Alex3 (Stelzl et al., 2005). 
Resulta interesante que también 
se haya descrito la interacción de 
mitofilina con la proteína DISC1, 
relacionada con la regulación del 
transporte mitocondrial (Park et 
al., 2010a) y con PINK1, 
relacionada con mecanismos de 
control de calidad mitocondrial 
(Weihofen et al., 2009). Samm50 
y mitofilina forman un complejo 
llamado MIB (Mitochondrial 
Intermembrane space Bridging) 
con funciones que regulan la 
morfología de las crestas 
mitocondriales y 
consecuentemente la respiración 
mitocondrial (John et al., 2005; 
Ott et al., 2012) y en el que 
proteínas como DISC1, PINK1 y 
Alex3 podrían formar parte. 

Debido a que no altera los 
parámetros bioenergéticos de la 
mitocondria (Capítulo I, Figura 
11), Alex3 podría estar actuando 
en respuesta a determinadas 
condiciones, como alteraciones 
de las crestas mitocondriales, y 
actuar así como un shuttle, 
translocándose al núcleo y 
activando un programa 
transcripcional específico. 
Además, en respuesta a estas 

Tabla 1: Posibles interactores de Alex3. La tabla superior muestra 
los resultados obtenidos usando como cebo la proteína Alex3 (30-
379) y la inferior con la proteína Alex3 “full-lenght” (1-379). Para 
cada uno de los genes se muestra el Gene ID (GID), el número de 
clones aparecidos, el Global PBS y la posible localización y 
participación en la vía de señalización de Wnt. El Global PBS 
(Protein interaction map Biological Store) es un valor que cuantifica 
la fiabilidad de cada interacción, desde A (alta fiabilidad) a D 
(confianza moderada). Esquema de colores: azul, núcleo; verde, 
mitocondria; naranja, citoesqueleto. 
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condiciones, Alex3 podría regular el transporte y tethering mitocondrial, favoreciendo así la 
renovación de los materiales de las mitocondrias que resultaran dañadas y actuando como un 
mecanismo de control de calidad (Tatsuta and Langer, 2008). 

De entre las proteínas encontradas en el estudio de dos híbridos también es importante 
destacar la amplia presencia de componentes del citoesqueleto como filamina, espectrina, 
Magi2, una cadena ligera de neurofilamentos, MRCK o la proteína reguladora de cdc34. A 
falta de confirmar las diferentes interacciones mediante técnicas de inmunoprecipitación, en 
conjunto este estudio está en concordancia con la localización celular compartimentada de la 
proteína Alex3 y también apoyan la noción que los genes Armcx/Armc10 actuarían como un 
enlace de señalización entre la mitocondria/núcleo, como ha sido mostrado para otras 
proteínas incluyendo Sox10, VDAC y HDAC1, (Mou et al., 2009; Galganska et al., 2010; 
Kim et al., 2010) o para algunas como DISC1, que también están implicadas en la regulación 
de la dinámica mitocondrial (Sawamura et al., 2008; Atkin et al., 2011). 

 

C.- La vía de señalización Wnt/PKC regula los niveles de proteína de Alex3 

Como hemos venido mostrando hasta ahora, las proteínas Armcx/Armc10 configuran 
una familia de proteínas con una localización primariamente mitocondrial y que añaden una 
mayor complejidad molecular a la regulación del tráfico mitocondrial, especialmente en los 
sistemas nerviosos de los vertebrados superiores. Además de las secuencias putativas de 
localización mitocondrial, las proteínas del cluster Armcx contienen 6 repeticiones similares a 
armadillo, dispuestos en un único dominio DUF463 en la región C-terminal. En base a su 
enriquecimiento en los dominios similares a amadillo, nosotros proponemos que las funciones 
de esta familia de proteínas, y por lo tanto la dinámica mitocondrial dependiente de ellas, 
están reguladas por la cascada de señalización de Wnt. 

 

La fosforilación de Alex3 por efectores downstream de Wnt regula los niveles de Alex3 

Las proteínas Wnt regulan una gran diversidad de procesos, especialmente importantes 
durante el desarrollo del sistema nervioso, actuando a través de diferentes cascadas de 
señalización comúnmente clasificadas en canónicas y no-canónicas (Moon et al., 1993). Los 
resultados presentados en este trabajo han demostrado que la co-transfección con uno de estos 
morfógenos canónicos, Wnt1, conlleva a una disminución en los niveles de Alex3, que 
finalmente induce una reversión de la agregación mitocondrial a fenotipos similares a los 
controles (Capítulo II, Figura 3c, Figura 8). Un efecto similar, aunque menos marcado, 
también fue encontrado con la co-transfección de algunos miembros no-canónicos, como el 
receptor Fz2 o los miembros de Wnt Wnt5a y Wnt11. 

Wnt1 fue inicialmente descrito por activar la vía canónica de señalización (McMahon 
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and Moon, 1989). Resulta interesante que ni la transfección con cDNA codificante para una 
forma constitutivamente activa �-catenin S33A  o cDNA de Dvl2, o la incubación con 
inhibidores enzimáticos de GSK3� (LiCl y SB216763) tuvieran efectos en los niveles de 
proteína de Alex3 o en la agregación mitocondrial (Capítulo II, Figura 5), de forma similar al 
tratamiento con otro miembro canónico de Wnt, Wnt3a, sugiriendo que los componentes 
típicos de la vía de Wnt/�-catenina no son necesarios para la regulación dependiente de Wnt1 
de los fenotipos mitocondriales de Alex3. 

Como se ha mencionado previamente, la clasificación de los miembros de Wnt en 
canónicos y no-canónicos es en gran medida arbitraria y poco sostenible. Numerosos estudios 
demuestran que un mismo morfógeno puede activar las diferentes vías, clásicamente 
separadas, en función del contexto celular (Mikels and Nusse, 2006) o incluso que un  mismo 
morfógeno lleve a cabo la activación simultánea de varias vías de señalización asociadas a 
proteínas Wnt (Cha et al., 2008). Por todo ello, no es de extrañar que Wnt1 este activando 
varias cascadas de señalización, canónica y no-canónicas, en nuestro modelo de estudio, como 
previamente ha sido descrito en células PC12 (Spinsanti et al., 2008), mientras que otros 
miembros como Wnt11, clásico ligando no-canónico (Kuhl et al., 2000b), puede estar 
activando otras vías que no conlleven a una fuerte reducción de los niveles de la proteína 
Alex3. 

Además de la vía canónica de �-catenina, las proteínas de Wnt señalizan a través de 
diversas cascadas no-canónicas que incluyen las proteínas kinasas CKII y PKC (Kuhl et al., 
2000b; Bryja et al., 2008). Nuestros resultados muestran que la vía PCP y los efectores 
downstream CAMKII y Calcineurina dependiente de la vía Wnt/Ca2+ no afectan los niveles de 
proteína de Alex3 o la morfología mitocondrial dependiente de Alex3. En contraste, la 
inhibición de CKII se ha mostrado que incrementa la degradación de Alex3 dependiente de 
Wnt1 y, en cambio, la activación de PKC anula el efecto dependiente de Wnt1 en los niveles 
de proteína de Alex3 y las dinámicas y morfología mitocondriales. Estos datos sugieren que 
estas 2 kinasas están envueltas en la regulación de los niveles de proteína de Alex3. Otro 
factor extracelular, EGF, también ha sido descrito por fosforilar Alex3 en los residuos que son 
putativos objetivos para CKII (Olsen et al., 2006). En conjunto, estas nociones son 
consistentes con la predicción de varios sitios de fosforilación para CKII y PKC en la 
secuencia de Alex3. Resulta interesante que al menos 5 de estos sitios de fosforilación residen 
entre el domino DUF463, que contiene los 6 dominios armadillo (Capítulo II, Figura 1) y que 
se encuentra conservado en el resto de miembros de la familia Armcx, incluido Armc10 
(Capítulo III, Figura 1). 

Resulta interesante destacar que PKC, uno de los efectores de la activación de la vía de 
Ca2+, siempre ha sido descrito por ser activado por la estimulación con diferentes proteínas 
Wnt. Esto contrasta con los resultados obtenidos en nuestro trabajo que sugieren que la 
activación de la PKC sería la responsable de proteger a Alex3 y no fomentar su degradación, 
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lo cual sugiere que la participación de PKC en la vía de Wnt/Ca2+ puede ser más compleja de 
lo que hasta ahora se consideraba. Una de las posibilidades es que exista una participación 
diferencial de las diferentes isoformas de PKC. Así, diferentes isoformas serían activadas o 
inhibidas en respuesta a una misma señal extracelular. Otra de las posibilidades que sería 
necesario estudiar, es la regulación de la localización de PKC en respuesta a las proteínas 
Wnt. La proteína kinasa C se localiza en una gran diversidad de compartimentos celulares, 
incluidos el núcleo y las mitocondrias, y la regulación de su localización se ha visto 
fundamental para poder fosforilar a su sustrato (Mochly-Rosen and Gordon, 1998; Lau et al., 
2012). La estimulación por Wnts ha sido descrita por translocar la PKC hacia la membrana 
plasmática (Kinoshita et al., 2003), haciendo diana en los sustratos moleculares en la 
membrana pero que a su vez podría suponer el alejamiento de otros sustratos, como por 
ejemplo la proteína Alex3 que localiza principalmente en las mitocondrias, de forma que la 
activación de PKC dependiente de Wnts podría suponer una inhibición efectiva de la 
fosforilación de Alex3 por PKC y una consecuente degradación. 

El papel que desarrolla PKC en la vía no-canónica de Wnt no esta claro. Sin embargo, 
diversos estudios han mostrado la participación de esta vía en la regulación de procesos tales 
como la proliferación celular, diferenciación y apoptosis (Yu et al., 2006; Liang et al., 2007; 
Spinsanti et al., 2008; Koyanagi et al., 2009; Santos et al., 2010a). Algunas isoenzimas de 
PKC, tales como la PKC�, han sido relacionadas con procesos específicos tales como los 
movimientos de extensión convergente durante la gastrulación embriónica (Kinoshita et al., 
2003), y las PKCs atípicas han sido implicadas en la polarización neuronal (Zhang et al., 
2007). Finalmente, la PKC regulada por Wnt también ha sido enlazada al progreso de 
cánceres, donde puede mediar la motilidad celular, invasión y metástasis dependientes de Wnt 
(Dissanayake et al., 2007; Medrano, 2007; Lee et al., 2010; Luna-Ulloa et al., 2011). Dado 
que la proteína Alex3 fue inicialmente descrita como un putativo factor supresor de tumores y 
esta perdida en diversos carcinomas epiteliales (Kurochkin et al., 2001), y que la vía de 
Wnt/�-catenina juega un rol importante en la iniciación del cáncer y el crecimiento tumoral 
(Morin et al., 1997; Smalley and Dale, 1999), futuros análisis serán requeridos para desvelar 
la contribución exacta de Alex3 en estos procesos patológicos y la regulación de esta proteína 
por la vía de Wnt. 

Menos aun se sabe acerca del papel de CKII en la vía de Wnt. La proteína CKII es una 
kinasa constitutivamente activa que se ha visto es up-regulada tras una estimulación por 
factores Wnt y conlleva principalmente a la potenciación de la vía canónica a través de la 
fosforilación de diferentes sustratos, como Dvl o beta-catenina (Song et al., 2000; Gao and 
Wang, 2006; Dominguez et al., 2009). CKII también se ha descrito por jugar un importante 
papel en algunas vías no-canónicas (Bryja et al., 2008) y es un efector downstream de 
diferentes cascadas de señalización como EGF que, a través de la regulación de CKII, pueden 
actuar sobre las vías asociadas a Wnt (Ji et al., 2009). Nuestros resultados muestran que la 
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inhibición de CKII contribuye a la degradación de Alex3 y que esta kinasa podría regular los 
niveles de Alex3 a través de los morfógenos Wnt. CKII, como PKC, se encuentra en la 
practica totalidad de los compartimentos celulares, y su distribución y actividad en cada uno 
de ellos esta altamente regulada (Faust and Montenarh, 2000; Litchfield, 2003), lo cual puede 
suponer que las diferentes proteínas Wnt regulan diferencialmente la actividad de CKII a 
través de cambios en su localización, sin embargo, futuros estudios serán necesarios para 
confirmar estos resultados. 

Los resultados obtenidos muestran que la proteína Alex3 presenta una degradación 
diferencial. Mientras su vida media en condiciones normales es regulada a través del 
proteosoma, la degradación inducida por Wnt es independiente de este sistema (Capítulo II, 
Figura 6a,b). Esto permitiría a la célula actuar sobre su vida media de manera diferencial en 
base a diferentes situaciones fisiológicas y de esta manera regular aspectos de la dinámica 
mitocondrial. No podemos descartar otros sistemas de degradación de la proteína Alex3, a 
través de un procesamiento proteolítico, que alterara su función mitocondrial y llevará 
asociado una perdida de inmunodetección, o a través de la vía de degradación lisosomal 
mostrando, en este caso, una cierta semejanza con el miembro de la cascada de señalización 
de Wnt Dishevelled, el cual ve regulado sus niveles a través de esta vía mediante un feedback 
negativo que conlleva su fosforilación por la PKC (Jung et al., 2009). 

La fosforilación de residuos de Serina/Treonina en Alex3 juega un papel importante en 
la regulación de los niveles de esta proteína. Uno de los genes encontrados en el estudio de 
dos híbridos, Ppp2r5c, con una alta fidelidad y para el que se han encontrado más clones (32) 
(Tabla 1), codifica para la subunidad reguladora B56� de la proteína fosfatasa 2A (PP2A) y 
que puede indicar una nueva forma de regulación para las proteínas Armcx/Armc10. Otras 
proteínas del cluster ya han sido relacionadas con esta fosfatasa, bhlhb9 interacciona con la 
PP2A (Heese et al., 2004) y tanto Armcx2 y la subunidad B56� se encuentran up-regulados en 
pacientes del síndrome X-frágil actuando como supresores de tumores por lo que podrían 
actuar en una misma vía de señalización (Rosales-Reynoso et al., 2010). La PP2A, y las 
subunidades B56, también son reguladas a través de las proteínas Wnt (Ratcliffe et al., 2000; 
Li et al., 2001; Yokoyama and Malbon, 2007) por lo que esta fosfatasa también podría 
contribuir a regular los niveles de las proteínas Armcx/Armc10. En conclusión, estos datos 
apuntan a que la participación de kinasas como PKC y CKII y posiblemente fosfatasas como 
PP2A, a través de cascadas de señalización extracelulares, como las asociadas a las proteínas 
Wnt, suponen un importante mecanismo de regulación para las proteínas Armcx/Armc10. 

 

La degradación de Alex3 por Wnts como mecanismo regulador de la dinámica 
mitocondrial 

Los datos presentados en este trabajo muestran que la sobreexpresión de Alex3 
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conlleva a la agregación y/o tethering mitocondrial y a una disminución de la dinámica y 
tráfico mitocondrial. Aunque el papel exacto de la agregación mitocondrial no esta claro, es 
creído que puede servir para capturar estas organelas a lugares específicos que requieren un 
alto consumo de energía y/o condiciones de tamponamiento de Ca2+ altas (Chang and 
Reynolds, 2006b; MacAskill and Kittler, 2010). Los fenotipos de agregación mitocondrial han 
sido observados después de la disfunción de las proteínas Miro y Trak2, que regulan el tráfico 
mitocondrial, lo que sugiere que la alteración de las proteínas que regulan el transporte y 
tráfico mitocondrial puede ser uno de los mecanismos que finalizan en agregación (Liu and 
Hajnoczky, 2009; MacAskill and Kittler, 2010).  

Nuestros datos indican que los fenotipos de agregación mitocondrial inducidos por 
Alex3 fueron revertidos después del tratamiento con Wnt1, y en menor medida por otros 
miembros de la vía de Wnt como Fz2, Wnt5a o Wnt11, que conllevan a una disminución de 
los niveles de Alex3 y correspondiente vuelta a una morfología y dinámicas similares a los 
fenotipos control (Capítulo II, Figura 3). Recientes estudios han sugerido diversos enlaces 
moleculares entre las vías de Wnt y la función mitocondrial. Por ejemplo, Wnts han sido 
propuestos por promover la biogénesis mitocondrial (An et al., 2010; Yoon et al., 2010), 
incrementar la producción de ROS (Yoon et al., 2010) y mediar la apoptosis regulada por las 
mitocondrias (Deng et al., 2009; Wang et al., 2009c). Además, diversos efectores downstream 
de Wnt que regulan e interaccionan con los complejos Blc2/Blc-xL se unen a mitocondrias 
(Wang et al., 2009c) y por ejemplo, la �-catenina asociada a mitocondrias ha sido descrita por 
estar relacionada con la respuesta al leukotrieno D4, incrementando la actividad de la 
NADPH deshidrogenasa  y el ratio ATP/ADP, así como regulando la expresión de genes 
mitocondriales (Mezhybovska et al., 2009). Finalmente, el APC mitocondrial ha sido asociado 
con la supervivencia de tumores por reclutar Bcl2 (Brocardo et al., 2008). 

Las proteínas Wnt han sido involucradas en multitud de procesos del desarrollo de 
varios tejidos entre los que destaca el SN. Entre sus acciones van desde el control de la 
proliferación, diferenciación, migración celular, guía axonal o la formación de sinapsis 
(Salinas, 1999; Chenn and Walsh, 2002; Lyuksyutova et al., 2003; Hirabayashi et al., 2004; 
Carmona-Fontaine et al., 2008; Matthews et al., 2008; Salinas and Zou, 2008), procesos que 
son extremadamente costosos a nivel energético. Las mitocondrias se distribuyen 
heterogéneamente en el espacio intracelular para compensar estos requerimientos locales de 
energía o la necesidad de tamponamiento de elevadas cantidades de Ca2+  (Morris and 
Hollenbeck, 1993; Hollenbeck and Saxton, 2005). Se conoce poco acerca de las vías de 
señalización implicadas en la regulación de estos procesos. Factores como NGF, Serotonina, 
Dopamina o la activación de la cascada de Ca2+ a través de los receptores NMDA han sido 
descritos por su regulación de la dinámica mitocondrial (Rintoul et al., 2003; Chada and 
Hollenbeck, 2004; Chen et al., 2007b; Chen et al., 2008). No ha sido hasta recientemente 
cuando se han propuesto los modelos que regularían el transporte mitocondrial a través de la 
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regulación de los niveles de Ca2+ y en los que el componente principal lo constituiría el 
complejo regulador del transporte mitocondrial KIF5/Miro/Trak2 (MacAskill et al., 2009b; 
Wang and Schwarz, 2009) y del que Alex3 forma parte (Capítulo I, Figura 25). 

En conjunto, estos datos apoyarían la noción que las proteínas Wnt desencadenarían 
transientes de Ca2+ intracelular que puedan afectar de manera local a la activación o 
inhibición de determinadas kinasas u otros efectores como las proteínas Miro1/2, modulando 
así los niveles de proteínas como Alex3, actuando así sobre la regulación de la dinámica 
mitocondrial durante procesos de migración, guía axonal o sinaptogénesis en los que los 
ligandos Wnt están implicados. A falta de desarrollar un modelo fisiológico en el que 
comprobar la participación de Alex3 en respuesta a los morfógenos Wnt, nuestros datos 
soportan la noción que las cascadas de señalización de Wnt regulan varias y convergentes 
funciones de la biología mitocondrial, incluyendo la regulación de la agregación, dinámica y 
tráfico mitocondrial. 
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1.- Los genes Armcx se originaron a partir de la retrotransposición del gen Armc10 en el 
cromosoma X y rápida duplicación in tándem en una evolución temprana de los 
mamíferos euterios. Estos genes presentan una alta expresión en el sistema nervioso 
central, lo que sugiere que el cluster de genes Armcx está globalmente regulado. 

 

2.- Las proteínas Armcx3 y Armc10 poseen primariamente una localización bimodal, 
encontrándose asociadas a la membrana externa mitocondrial y en el núcleo celular. 
Esta localización concuerda con las secuencias proteicas que poseen putativos dominios 
de localización en estos compartimentos. 

 

3. – La sobreexpresión de las proteínas Armcx/Armc10 producen una profunda 
alteración de la red mitocondrial que resulta en un agregado en la zona perinuclear. Al 
menos una de estas proteínas, Alex3, presenta este fenotipo de forma independiente de 
Miro1. 

 

4.- Los niveles de la proteína Alex3 no inducen cambios en los parámetros bio-
energéticos mitocondriales, tales como el consumo de oxígeno, el potencial de 
membrana, el contenido de DNA mitocondrial, la actividad de la citocromo c oxidasa o 
la recaptación de Ca2+. De manera similar, los niveles de Alex3 no alteran el balance de 
fisión/fusión mitocondrial. 

 

5.- La sobreexpresión y el silenciamiento de las proteínas Alex3 y Armc10 en neuronas 
hipocampales alteran la distribución y transporte mitocondrial. 

 

 6.- Las proteínas Alex3 y Armc10 interaccionan con el complejo Kinesina/Miro/Trak2, 
regulador del transporte mitocondrial. Al menos la interacción de Alex3 con el complejo 
es dependiente de los niveles de Ca2+, produciéndose el desensamblaje del mismo cuando 
los niveles de Ca2+ son elevados. 

 

7.- La vía de señalización asociada a proteínas Wnt induce la degradación de la proteína 
Alex3. Dicha degradación se da por un proceso independiente del proteosoma. 

 

8.- La degradación de Alex3 por las vías de señalización asociadas a Wnt no depende de 
los componentes de la vía canónica Dishevelled, GSK3-� y �-catenina ni de los 
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componentes no canónicos JNK, CAMKII y calcineurina. 

 

9.- La PKC y la CK2 juegan un papel principal en el control y degradación de los niveles 
de la proteína Alex3 de forma dependiente e independiente de las vías de señalización de 
Wnt. La depleción de los niveles intracelulares de Ca2+ también reproduce la 
degradación de Alex3. 

 

10.- La degradación de Alex3 a través de las vías de señalización asociadas a las 
proteínas Wnt revierte los fenotipos de agregación mitocondrial inducidos por la 
sobreexpresión de Alex3 y es evitado por la activación de la PKC.  
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