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RESUMEN 

ABSTRACT 

The proneural gene Ngn3 is expressed in the pyramidal layer of all hippocampal areas and in the 

granule cell layer of the dentate gyrus. Our studies showed that Ngn3 is localized not only in the 

nucleus, as expected since it is a transcription factor, but also in the cytoplasm. Time curse 

experiments with neurons infected with a virus expressing myc-Ngn3, show that protein is first 

localized into the nucleus and then at the cytoplasm. The subcellular localization analysis of 

Ngn3 in the stages of development of that neurons indicated that endogenous Ngn3 is mostly 

cytoplasmic at stages of dendritogenesis and treatment with LMB, induces an accumulation of 

Ngn3 into the nucleus and a decrease of the number of dendrites, thus indicating a role of the 

Ngn3 in the dendritogenesis events and that its nuclear exportation of is mediated by CRM1 

since Ngn3 has a specific NES in its sequence. Mutation of an essential leucine residue in this 

NES motif to alanine (L135A) resulted in a decrease of the number of dendrites and synapsis. In 

the cytoplasm Ngn3 is associated to microtubules and prevented their depolymerisation. Our 

goal deals with the study of the signalling pathway triggered by Ngn3 which produces dendrite 

and synaptic changes. In this work we evaluated the influence of neurogenin 3 in formin 1 

expression and the participation of formin 1 in hippocampal neuron differentiation. Cultured 

neurons infected with a Sindbis virus that overexpresses neurogenin 3 showed an increase in the 

formin 1 mRNA and protein expression and the overexpression of formin 1 increased the 

number of primary dendrites. These effects on gene expression and dendrite formation were 

counteracted by expression of formin 1-siRNAs. Furthermore, neurons coexpressing neurogenin 

3 and formin 1-siRNAs showed less dendrites than those overexpressing neurogenin 3 only. 

Altogether, these results suggest that neurogenin 3, as a transcription factor, controls formin 1 

expression, and that formin 1 promotes dendritogenesis, by its interaction with the neural 

cytoskeleton, in cultured hippocampal neurons. This study shows that in mice, chemical 

inhibition or genetic ablation of UCP2 leads to diminished neuronal number and size, dendritic 

growth and synaptogenesis suggesting a critical role for this mitochondrial protein in the proper 

development of hippocampal neurons and circuits. 
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                                                                                                                                                        INTRODUCCIÓN  

INTRODUCCIÓN 

En el presente trabajo se estudia la localización subcelular de la neurogenina 3 (Ngn3) 

durante el desarrollo del hipocampo de ratón así como los efectos de la señalización de dicha 

proteína en la morfología dendrítica y sináptica de las neuronas y en la activación de genes 

específicos de la regulación citoesquelética. Asimismo se explora  la posible asociación entre la 

proteína mitocondrial UCP2 (uncoupling protein 2) y la Ngn3 en el desarrollo hipocampal. 

 

1. EL HIPOCAMPO 

1.1. Definición 

Es una de las principales estructuras del cerebro en mamíferos y su nombre, que procede del 

griego hippos que significa caballo y kampos, del monstruo marino Campe, le fue dado por el 

anatomista Giulio Cesare Aranzio por su semejanza con el caballito de mar o hipocampo, 

aunque este parecido se encuentra sólo en primates y en ratones tiene forma de plátano. Es una 

estructura pareada, con dos mitades que son imágenes especulares en ambos hemisferios 

cerebrales, localizada en el interior de la parte medial o interna del lóbulo temporal, bajo la 

superficie cortical. 

1.2. Estructura 

La formación hipocampal pertenece al sistema límbico y consta de seis regiones 

citoarquitectónicas que incluyen el giro dentado, el hipocampo, propiamente dicho, subdividido 

en tres campos: CA1, CA2 y CA3, el subiculum, el presubiculum, el parasubiculum y la corteza 

entorrinal. En el sistema límbico existen distintas estructuras implicadas en los procesos de 

aprendizaje, memoria, emociones, etc. (Geinisman, 2000).  

Dentro de la formación hipocampal existen algunas conexiones unidireccionales que 

merecen ser destacadas, ya que son extremadamente atípicas entre las conexiones cortico-

corticales. La corteza entorrinal inerva el giro dentado a través de la vía perforante, y las células 
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de la capa granular del giro dentado inervan a través de las fibras musgosas en el campo CA3 

del hipocampo. Además, se observa otro patrón unidireccional similar en las conexiones del 

campo CA3 al CA1 vía las colaterales de Schaffer, y desde el campo CA1 al subiculum. En el 

hipocampo propiamente dicho la organización celular es laminar. La principal capa celular es la 

de las neuronas piramidales. Inmediatamente debajo de la capa piramidal está el Stratum oriens, 

una fina capa con pocas células, y por debajo de éste, está el alveus, que contiene los axones de 

las neuronas del hipocampo. Por encima de la capa piramidal de CA3 se encuentra una pequeña 

capa llamada Stratum lucidum, ocupada por los axones de las fibras musgosas del giro dentado. 

Por encima del Stratum lucidum en CA3 y por encima de la capa piramidal en CA1 y CA2, se 

encuentra el Stratum radiatum, que puede definirse como la región supra-piramidal donde se 

localizan las conexiones de CA3 a CA3 y de CA3 a CA1 por las colaterales de Schaffer. La 

parte más superficial del hipocampo recibe el nombre de Stratum lacunosum-moleculare y es 

aquí donde finalizan su recorrido las fibras de la vía perforante provenientes de la corteza 

entorrinal (Fig. 1). 

Las células del hipocampo, propiamente dicho, son mayoritariamente las neuronas 

piramidales de la capa piramidal. Estas células tienen un árbol dendrítico basal que se extiende 

por el Stratum oriens y otro árbol dendrítico apical en el Stratum lacunosum-moleculare. Sin 

embargo, en la capa piramidal hay también una pequeña población de células en cesto. Estas 

neuronas también tienen un árbol dendrítico basal y otro apical, aunque apenas tienen espinas 

dendríticas, y su axón transcurre transversalmente desde el soma y forma un plexo que inerva 

los cuerpos celulares o somas de las neuronas piramidales. 
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Figura 1. Dibujo esquemático de la estructura y conexiones del hipocampo. A ganglio del polo 
occipital, B subículo, C asta de Ammón, D fascia dentada, E fimbria, F cíngulo, G paquete angular 
cruzado, H cuerpo calloso, a axones que penetran en el cíngulo, b fibras cingulares que terminan en el 
foco del polo occipital, c fibras perforantes esfeno-amónicas, d fibras perforantes cingulares, e plano de 
las fibras esfeno-amónicas superiores, g células del subículo, h células piramidales de la región superior 
del asta de Ammón, i colaterales ascendentes de las células piramidales grandes, j axón de una célula 
granular, r, colaterales de las fibras del estrato alveus.  Legado Cajal. Instituto Cajal. CSIC, Madrid. 

 

1.3. Función 

Históricamente se pensaba que el hipocampo era esencial en respuestas olfativas ya que tiene 

su origen en una estructura del cerebro de los vertebrados denominada palio y se creía que el 
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hipocampo recibía aferencias directas del bulbo olfatorio, hoy en día existe interés en lo 

referente al papel del hipocampo sobre la memoria de los olores (Eichenbaum y cols., 1991; 

Davis, 2001). 

Las funciones que se le atribuyen al hipocampo tienen que ver con la memoria y la 

percepción espacial, debido a que sus neuronas presentan actividad relacionada con el entorno 

en el que se encuentra el animal en estudio, habiéndose definido un mapa cognitivo del 

hipocampo (O'Keefe y Dostrovsky, 1971; Jacobs, 2003; Jacobs y Schenk, 2003). También se le 

relaciona con la inhibición de la conducta (Nadel y cols., 1975), dado que animales con lesiones 

hipocampales son hiperactivos y presentan problemas para inhibir respuestas previamente 

aprendidas, aunque actualmente es la teoría menos aceptada. 

1.3.1. El hipocampo y la memoria 

En un principio, las investigaciones sobre el papel del hipocampo en la memoria se debieron 

al efecto inesperado de amnesia causado en un paciente epiléptico sometido a la extirpación 

quirúrgica del hipocampo, así como de las estructuras mediales temporales vecinas (Scoville y 

Milner, 1957). Los trabajos realizados demuestran que, tanto en animales como en humanos, el 

hipocampo y otras estructuras del lóbulo temporal ventromedial son necesarios para la memoria 

y el aprendizaje, ya que la destrucción bilateral de estas áreas está asociada a una profunda 

pérdida de la memoria que afecta a cualquier tipo de aprendizaje (Hyman y cols., 1984). 

El hipocampo juega un papel central en la consolidación de la memoria, es decir, en la 

conversión de la memoria a corto plazo en memoria a largo plazo que se almacena en la corteza. 

Este hecho está avalado por estudios moleculares que indican que tras el aprendizaje inicial, es 

necesaria la reactivación de la memoria hipocampal para la plasticidad cortical. El hipocampo es 

por tanto una estructura esencial para la memoria, pero dispensable una vez que ésta se ha 

consolidado en la corteza. La memoria a largo plazo se plasma, a nivel molecular, en forma de 

cambios en la estructura sináptica (Wittenberg y Tsien, 2002) siendo el receptor NMDA una 

molécula crucial en la plasticidad sináptica y en la formación de la memoria. Cuando las 
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neuronas de CA1 carecen de dicho receptor, la formación de memoria a largo plazo se ve 

gravemente afectada (Shimizu y cols., 2000). 

1.4. Desarrollo hipocampal 

Los hemisferios cerebrales comienzan a formarse en humanos a partir de la quinta semana 

del desarrollo embrionario, en forma de evaginaciones a cada lado de la pared externa del 

prosencéfalo. Hacia la segunda mitad del segundo mes estas evaginaciones comienzan a 

aumentar de tamaño y en el tercer mes las evaginaciones sobresalen por encima del diencéfalo 

de tal manera que ya son identificables como los hemisferios cerebrales. 

 Esta nueva región de los hemisferios cerebrales está unida al techo del diencéfalo por las 

comisuras del cuerpo calloso. Es muy delgada porque posee una sola capa de células 

ependimarias cubiertas por mesénquima vascularizado que dará origen al plexo coroideo. El 

plexo coroideo sobresale en el ventrículo lateral siguiendo la fisura coroidea y por encima de 

esta fisura se forma el hipocampo. 

En el pasado estaba ampliamente aceptado el hecho de que el desarrollo de nuevas neuronas   

(neurogénesis) en  el cerebro de mamíferos estaba limitado a las etapas iniciales del desarrollo y 

terminaba con la pubertad. Sin embargo, el desarrollo de neuronas en la región del hipocampo, 

concretamente en el giro dentado, continúa durante toda la edad adulta (Rakic, 1985) siendo una 

característica fundamental en la implicación del hipocampo en las funciones de  aprendizaje y 

memoria. 

 

2. NEUROPLASTICIDAD 

La neuroplasticidad o plasticidad neuronal es uno de los principales sujetos de investigación 

en neurobiología. En sentido amplio, y sin considerar aspectos del desarrollo neuronal tardío, se 

entiende por neuroplasticidad la capacidad de las neuronas de cambiar su morfología tanto 

somática como dendrítica así como sus conexiones con otras neuronas, de tal forma que las 
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sinapsis pueden sufrir modificaciones a nivel cuantitativo, cualitativo, topográfico y estructural. 

Siendo así responsable la neuroplasticidad de la capacidad de adaptación al medio ya que estos 

cambios intervendrían en procesos de aprendizaje, memoria y conducta (Cooke y Bliss, 2006; 

Garcia-Segura, 2009). 

Existen dos grandes clases de mecanismos que determinan la neuroplasticidad: procesos 

inductivos por parte de una neurona aferente y dependientes de la actividad sináptica y procesos 

parcialmente autónomos de la propia neurona. Entre estos últimos se encontrarían las cascadas 

de señalización intracelulares que conllevan cambios transcripcionales y cuyo resultado final es 

la transformación morfológica de la célula (Bear y cols., 2008). 

 

3. DESARROLLO DE LAS NEURONAS DE HIPOCAMPO  

El desarrollo de las neuronas de hipocampo en cultivo presenta cinco estadios morfológicos 

(Fig. 2) bien diferenciados (Dotti y cols., 1988). En primer lugar las neuronas, aun sin polarizar, 

extienden lamelipodios ricos en actina que se convierten en cortas neuritas indiferenciadas 

(estadios 1 y 2, correspondientes a 0.25 y 0.5 DIV). Una de esas neuritas, que se diferenciará en 

axón, se elonga rápidamente generando la primera señal morfológica de polarización neuronal 

(estadio 3; 1.5 DIV). Las neuritas restantes se elongan lentamente hasta diferenciarse en 

dendritas que se consideran maduras en el momento en que las neuronas son capaces de sinaptar  

(estadio 4; 4 DIV). En el estadio final, el axón y las dendritas continúan elongándose y 

presentan numerosas ramificaciones (estadio 5; 7 DIV).  
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Figura 2. Estadios de desarrollo de las neuronas de hipocampo en cultivo. Dotti y col. J Neurosci. 1988 (4):1454-
68.  
 

3.1. Crecimiento y morfología dendríticos 

El crecimiento dendrítico es extraordinariamente dinámico y responde a señales del entorno, 

ya sean factores autónomos, celulares o señales extracelulares. En general, las neuronas 

presentan patrones de arborización dendrítica específicos de cada tipo neuronal, con 

propiedades de membrana altamente específicas que definen la capacidad computacional de 

cada célula (Rall, 1995; Stuart y cols., 1999). El correcto crecimiento y arborización dendrítica 

son cruciales para el buen funcionamiento del sistema nervioso. 

El desarrollo del sistema nervioso comprende varias etapas. Primero las neuronas nacen y 

migran hasta sus posiciones finales, seguidamente emiten sus axones y dendritas con patrones 

característicos según el tipo celular y finalmente se forman las sinapsis, que son conexiones 

interneuronales altamente especializadas. Estas conexiones sinápticas tempranas son 

generalmente remodeladas por la actividad neuronal para alcanzar el patrón maduro de 

conectividad del cerebro (Goodman y Shatz, 1993; Katz y Shatz, 1996). En la mayoría de los 

tipos neuronales, el crecimiento dendrítico es lento en un principio, pero aumenta su ritmo de 

manera espectacular tras una sobreproducción transitoria de dendritas hasta adquirir la 

arborización dendrítica madura (Ramón y Cajal, 1911; Miller, 1988; Koester y O´Leary, 1992). 

La actividad neuronal también modula finamente el crecimiento y la ramificación 

dendríticos. La diferenciación de las dendritas ocurre simultáneamente a la formación de las 
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sinapsis, lo que sugiere que las terminales axónicas aferentes pueden estimular el crecimiento 

dendrítico (Purves y Hume, 1981). 

La base estructural de las dendritas la componen la actina y los microtúbulos. El 

citoesqueleto de actina dirige la actividad exploratoria mientras que los microtúbulos estabilizan 

las prolongaciones recién formadas. Por lo tanto, la regulación de estos dos componentes es la 

base del crecimiento dendrítico y su remodelado. 

3.2. Citoesqueleto 

Las células han de organizarse espacialmente e interaccionar mecánicamente con su entorno 

por lo que han de disponer de una morfología correcta, ser físicamente robustas y poseer una 

estructura interna adecuada. Además muchas de ellas deben sufrir cambios de forma y han de 

desplazarse de un lugar a otro y todas ellas han de reordenar sus componentes internos al crecer, 

dividirse o adaptarse a las circunstancias que cambian. Las células eucariotas desarrollan todas 

estas funciones espaciales y mecánicas en un grado muy alto, dependiendo de un entramado 

tridimensional de proteínas denominado citoesqueleto. El citoesqueleto se compone de tres tipos 

de filamentos básicos: filamentos intermedios, filamentos de actina o microfilamentos y 

microtúbulos.  

Los filamentos intermedios, llamados neurofilamentos en neuronas, son estructuras que se 

asemejan a cuerdas de 10 nm de diámetro  y que proporcionan estabilidad mecánica a las 

células. A diferencia de los microfilamentos y microtúbulos, los neurofilamentos se componen 

de largas moléculas proteicas individuales, cada una de las cuales está firmemente enrollada. 

Este tipo de filamento promueve el incremento del diámetro axonal determinante para la 

velocidad de la señalización eléctrica.  

Los filamentos de actina son polímeros helicoidales formados por dímeros de actina globular 

soluble. Aparecen como estructuras flexibles y dinámicas, con un diámetro de 5 nm, que se 

organizan en  una gran variedad de estructuras, formando haces, redes bidimensionales o geles 

tridimensionales. Estos filamentos se encuentran a lo largo de toda la neurona, pero son 
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particularmente numerosos en las neuritas, concentrándose en el córtex, inmediatamente debajo 

de la membrana plasmática y en neuronas forman los conos de crecimiento esenciales en la 

elongación neurítica. Los filamentos de actina se pueden encontrar asociados a proteínas 

reguladoras de la polimerización y proteínas estructurales que permiten la unión de los 

filamentos de actina.  

Los microtúbulos (MTs) son el componente predominante del citoesqueleto neuronal 

constituyendo un 20% del total de las proteínas cerebrales. Son polímeros cilíndricos y huecos 

con un diámetro externo de 24 nm y poseen mayor rigidez que los otros dos tipos de filamentos, 

proporcionando a la neurona un soporte para el transporte activo de orgánulos y 

macromoléculas esenciales para su desarrollo. La unidad estructural de los MTs es un  

heterodímero de las proteínas globulares tubulina α y tubulina β, dichos heterodímeros se unen 

formando protofilamentos. Trece protofilamentos unidos lateralmente forman un MT. La 

alternancia de las subunidades α y β confieren al MT su característica polaridad estructural, 

donde las tubulinas α constituyen el extremo negativo (-) próximo al centro organizador de MTs 

y las β el extremo positivo (+) que presenta una mayor tasa de crecimiento. La polimerización 

de los MTs requiere gasto energético, por lo que los heterodímeros de tubulina libres se unen a 

GTP (Laferriere y cols., 1997). No obstante los MTs son capaces de polimerizarse y 

despolimerizarse rápidamente, característica conocida como inestabilidad dinámica. 

3.3. Desarrollo neuronal y citoesqueleto 

Las neuronas, durante su desarrollo, sufren cambios morfológicos esenciales para el 

establecimiento de la polaridad celular y de un circuito funcionalmente activo. Los procesos 

mediante los que las neuronas adquieren su polaridad son la neuritogénesis, axonogénesis y 

dendritogénesis. Durante la neuritogénesis los lamelipodios son invadidos por pequeños haces 

de MTs con orientación unidireccional (sólo presentan el extremo (-) cercano al soma), de 

forma que cuando se condensa la membrana del lamelipodio en su base, cerca del soma, se 

genera una neurita, tras lo cual los MTs promueven su elongación y estabilización generando el 
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axón. Tras la formación del axón, existe una segunda etapa de elongación y ramificación del 

resto de neuritas para formar el árbol dendrítico. En esta segunda etapa los MTs presentan una 

orientación bidireccional, hay extremos (-) cerca del soma y extremos (+) lejos del soma, para 

permitir el transporte retrógrado y anterógrado de órganulos y macromoléculas (Poulain y 

Sobel, 2010). Estos cambios morfológicos y funcionales se encuentran perfectamente regulados 

y dirigidos por la señalización intracelular y son altamente dependientes de la organización y 

coordinación del citoesqueleto neuronal. Para llevar a cabo sus funciones los MTs deben ser 

capaces de responder a los estímulos extracelulares e intracelulares, siendo esencial para ello la 

inestabilidad dinámica y su regulación que depende de: i) la accesibilidad y estado 

conformacional de los dímeros de tubulina (niveles intracelulares de tubulina unida a GTP), ii) 

la estabilización por modificaciones enzimáticas (acetilación y detirosinación de la tubulina α), 

iii) las proteínas de unión a MTs (Etienne-Manneville, 2010). Estas últimas, que han sido 

especialmente estudiadas, se dividen en dos grupos principales: aquellas que se unen a lo largo 

del microtúbulo y regulan la polimerización y estabilidad de los MTs (proteínas de unión a 

microtúbulos o MAPs) y aquellas que se unen al extremo (+) y que controlan su dinamismo y 

asociación a los orgánulos intracelulares, macromoléculas y al citoesqueleto de actina. 

Alteraciones en estas proteínas se asocian a numerosas e importantes patologías del sistema 

nervioso.  

 

4. FORMINAS 

Las forminas son una familia de proteínas extensamente expresada que regula la morfología 

celular, la adhesión, la citoquinesis y la morfogénesis mediante la remodelación de los 

filamentos de actina y microtúbulos citoesqueléticos. Estas proteínas desempeñan sus funciones 

bien por asociación con una amplia variedad de factores celulares o bien por unión directa a los 

filamentos celulares para promover su nucleación y polimerización (Goode y Eck, 2007). En 

eucariotas las forminas regulan la citoquinesis y determinan el crecimiento polarizado y la 
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formación de fibras de estrés (Zeller y cols., 1999). Una característica general de las forminas es 

la presencia de un dominio altamente conservado, denominado dominio de homología de 

formina 2 (FH2), necesario para inducir la nucleación de la actina (Pruyne y cols., 2002). 

Asimismo la mayoría de las forminas poseen un dominio de homología 1 (FH1) rico en residuos 

de prolina cuya función es acelerar la elongación de los filamentos de actina mediante el 

reclutamiento de la profilina (Romero y cols., 2004). Algunas forminas presentan un dominio 

FH3 en su extremo amino terminal que establece interacciones autoinhibitorias con la región 

DAD (Dominio de Autoregulación Dia) del extremo carboxilo terminal, mediando así la 

localización, la iniciación y la longitud de los filopodios y determinando la formación de 

distintos tipos de protuberancias celulares (Homem y Peifer, 2009). 

El gen de mamíferos que codifica para la proteína formina 1 (Fmn1) se encuentra mutado en 

el ratón con deformidad en las extremidades (Mass y cols., 1990; Woychik y cols., 1990; Wang 

y cols., 1997). Se ha demostrado que la proteína Fmn1 es capaz de nuclear in vitro la 

polimerización de los filamentos de actina no ramificados e in vivo funciona de forma  

dependiente de catenina en la formación de los filamentos radiales de actina (Kobielak y cols., 

2004). 

El gen  fmn1 presenta seis isoformas de ARN mensajero (Ia, Ib, II, III, IV y V), que muestran 

diferentes niveles relativos de expresión en las extremidades, el riñón y el cerebro (Wang y 

cols., 1997). Respecto a su localización intracelular la Fmn1 se localiza en el citoplasma de 

fibroblastos y células epiteliales y se concentra en puntos situados a lo largo de los MTs. La 

isoforma Ib de la formina 1 (Fmn1-Ib), expresada de forma exógena es casi exclusivamente 

citoplasmática y se localiza específicamente en los MTs en interfase. Esta localización es 

regulada por el péptido codificado por el exón 2 de la Fmn1-Ib y no depende de los dominios 

proteicos FH1 ni FH2, lo que sugiere que regiones independientes de la proteína Fmn1-Ib son 

responsables de su asociación con los citoesqueletos de actina y MTs (Zhou y cols., 2006). 
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5. NEUROGENINA 3 

5.1. Definición 

La Ngn3 es una proteína de 214 aminoácidos y 23,5 kDa perteneciente al grupo A de la 

familia de las bHLH (basic helix-loop-helix). Estas proteínas presentan dos dominios 

funcionales: un dominio básico de unión al ADN de 15 aminoácidos y un dominio HLH en el 

extremo carboxilo terminal compuesto por 40 aminoácidos que forman dos α -hélices anfipáticas 

conectadas por un lazo de longitud variable. Se ha observado mediante cristalización que las 

proteínas de esta familia dimerizan por medio de los dominios HLH, adoptando una 

conformación en tijera y uniéndose al ADN mediante los dominios básicos (Han y cols., 2006). 

Todas las proteínas de la familia bHLH son importantes reguladores transcripcionales con 

funciones esenciales y bien conocidas, en la determinación y diferenciación de numerosos tipos 

celulares y en el desarrollo del sistema nervioso, tanto en vertebrados como en invertebrados. 

Los genes proneurales achaete-scute y atonal, pertenecientes a la familia bHLH, son necesarios 

para la determinación de los precursores neurales en Drosophila (Moore y cols., 2000). 

 La subfamilia de las neurogeninas se compone de tres genes de la familia bHLH relacionados 

con el gen proneural atonal: neurogenina 1 (ngn1), neurogenina 2 (ngn2) y neurogenina 3 

(ngn3). Se identificaron por primera vez en la línea celular de la cresta neural Monc-1 mediante 

PCR degenerada que tenía por objetivo la caracterización de los genes bHLH que intervienen en 

las etapas tempranas de determinación neuronal y su expresión fue definida mediante 

hibridación in situ en distintas etapas (E8.5-E14) del desarrollo embrionario de Xenopus 

(Bellefroid y cols., 1996; Sommer y cols., 1996). Los genes murinos  ngn1 y ngn2, son  

esenciales en la determinación de los linajes sensoriales del sistema nervioso periférico (Fode y 

cols., 1998; Ma y cols., 1998). El gen ngn3 se expresa en determinadas regiones del sistema 

nervioso central en desarrollo,  mayoritariamente en la hipotalámica, y en el hipocampo 

(Salama-Cohen y cols., 2006). También se expresa abundantemente en el páncreas embrionario  
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(Sommer y cols., 1996; Gradwohl y cols., 2000) así como en las espermatogonias (Yoshida y 

cols., 2004) donde define la espermatogénesis temprana. 

5.2. Función 

        La función de la Ngn3 ha sido estudiada mayoritariamente en el páncreas, siendo una 

proteína esencial en la diferenciación embrionaria de las células progenitoras de los islotes de 

Langerhans (Apelqvist y cols., 1999; Gradwohl y cols., 2000; Gu y cols., 2002). Recientemente 

se ha observado que la Ngn3 también está implicada en la diferenciación de todos los 

progenitores postembrionarios de las diferentes células que forman los islotes (Xu y cols., 

2008). 

Por el contrario, su función en el sistema nervioso no está totalmente esclarecida, pero se 

conoce que la Ngn3 promueve la neurogénesis e inhibe la gliogénesis (Korzh y Strahle, 2002), y 

promueve la neurogénesis retinal temprana en embriones de pollo (Ma y cols., 2009). En 

roedores, la Ngn3 se expresa en los precursores gliales en la medula espinal en desarrollo (Liu y 

cols., 2002) y regula la diferenciación glial (Lee y cols., 2003). 

        El gen ngn3 se expresa en ratones adultos en determinadas zonas del hipocampo y su sobre 

expresión en cultivos de neuronas hipocampales de ratones E17, conlleva a un aumento 

considerable del número de dendritas. Paralelamente, modifica el número de sinapsis aferentes 

de las neuronas transfectadas, lo que supone un aumento en la relación excitación/inhibición en 

las terminales sinápticas y por tanto un aumento en la actividad neuronal (Salama-Cohen y 

cols., 2006). El correcto funcionamiento del cerebro requiere un balance excitatorio/inhibitorio 

finamente regulado y se ha sugerido que desórdenes del desarrollo tales como la epilepsia, el 

autismo y ciertos retrasos mentales reflejan una distorsión de dicho balance durante la ontogenia 

de la corteza cerebral e hipocampal (Rubenstein y Merzenich, 2003). 
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5.3. Expresión intracelular 

Las proteínas que contienen en su secuencia señales nucleares son transportadas a través de 

la membrana nuclear ya sea hacia el interior del núcleo (señales de localización nuclear) o hacia 

el citoplasma (señales de exportación nuclear) (Lange y cols., 2007) La secuencia de diana 

nuclear mejor caracterizada es la señal de localización clásica (NLSc) que puede aparecer como 

una señal continua o bipartita (Kalderon y cols., 1984; Robbins y cols., 1991). La primera 

contiene un único grupo de 4-6 aminoácidos básicos, mientras que la bipartita se compone de 

dos grupos de aminoácidos básicos separados por unos 8-10 residuos espaciadores (Dingwall y 

Laskey, 1991; Robbins y cols., 1991). Las señales de exportación nuclear se componen de una 

secuencia consenso (Pemberton y Paschal, 2005). La mayoría de las proteínas que se 

transportan desde el núcleo poseen un tipo de señal de exportación nuclear (NES) rico en 

leucinas similar al descrito originalmente en la proteína Rev del HIV (Fornerod y cols., 1997). 

Este tipo de NES es reconocido específicamente por la exportina CRM1 (cromosoma region 

maintenance 1, Fornerod et al., 1997). El CRM1 es un exportador nuclear cuya función requiere 

gasto energético (Fornerod y cols., 1997) y una secuencia de exportación nuclear consenso rica 

en leucinas: Ø X1-3 Ø X2-3 Ø X Ø X, donde X es cualquier aminoácido y Ø son residuos 

hidrofóbicos grandes como valina, leucina, isoleucina o metionina, siendo estos últimos los 

residuos críticos para la exportación (Han y cols., 2008). 

La secuencia de la Ngn3 presenta tanto NLS como NES. La señal NLS permite que la Ngn3 

permanezca en el núcleo celular y que lleve a cabo su función como factor de transcripción, 

mientras que hasta el momento no había estudios acerca de la funcionalidad de las secuencias 

NES y las consecuencias de la salida de la Ngn3 del núcleo. 

5.4. Regulación 

En todos los casos, la expresión de ngn3 es inhibida por la actividad del receptor Notch y 

viceversa (Kageyama y Nakanishi, 1997). La señalización del receptor transmembrana Notch, 

se inicia cuando se une a él un ligando de la familia Delta o Jagged, que están anclados en la 

membrana de las células adyacentes. Tal interacción desencadena en el receptor una doble 
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ruptura proteolítica en la cual parte del dominio intracelular de Notch (ICNotch) se libera y se 

transloca al núcleo, donde se une a CSL (un homólogo de Supresor-of-hairless). Por un proceso 

complejo que implica la desactivación de represores, ICNotch-CSL induce la expresión de 

factores de transcripción homólogos del Hairy/Enhancer-of-split, familia Hes y proteínas 

relacionadas con Hes (HERP) (Mumm y Kopan, 2000; Iso y cols., 2003). Este proceso fue 

estudiado inicialmente en el desarrollo, donde la mayoría de los fenómenos de inhibición lateral 

son mediados por receptores de membrana de la familia Notch. No obstante, dicha señalización 

no se restringe al desarrollo, ya que, como se ha observado posteriormente, la activación de 

Notch controla la morfología de neuronas adultas. En neuronas de hipocampo de cerebro de 

ratón en cultivo, la activación de Notch da lugar a una disminución del número de dendritas y a 

un aumento de su longitud, mientras que la inhibición de Notch produce el efecto contrario 

(Salama-Cohen y cols., 2005). Los efectos de la activación/inhibición de Notch sobre el patrón 

dendrítico se asocian con el aumento/disminución de la expresión de Hes1 y Hes5 (Salama-

Cohen y cols., 2005; Salama-Cohen y cols., 2006). Hes1 controla negativamente la expresión de 

una serie de análogos de Achaete scute y Atonal. Son los llamados genes proneurales, de la 

superfamilia de los genes bHLH y que en el desarrollo definen con su expresión diversas etapas 

de la diferenciación celular e incluso el fenotipo neuronal (Bertrand y cols., 2002). La actividad 

de la vía de Notch es determinante para la morfología dendrítica de las neuronas de hipocampo 

en cultivo (Salama-Cohen y cols., 2005). 

La Ngn3 necesita ser poliubiquitinada para su degradación por el proteasoma. Como factor 

de transcripción, la Ngn3 se asocia a proteínas E (E12 o E47) formando un complejo 

heterodimérico de unión al ADN. La fosforilación sobre el residuo de treonina 188 (T188) de la 

Ngn3 (Vosper y cols., 2007) incrementa la estabilidad de la unión del complejo al ADN, 

confiriéndole una mayor vida media. La T188 se sitúa en el lazo entre los dominios helicoidales 

y es un residuo altamente conservado en mamíferos (Rukstalis y Habener, 2009). 

. 
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6. MITOCONDRIA  

La mitocondria es un orgánulo citoplasmático esencial para la supervivencia celular ya que 

juega un papel crítico en el metabolismo y el almacenamiento de energía. Su número varía 

según las necesidades energéticas de las células, presenta un ADN propio y son estructuras muy 

plásticas que se deforman, se dividen y se fusionan. Normalmente se representa en forma 

alargada y su tamaño oscila entre 0,5 y 1 µm de diámetro y hasta 7 µm de longitud (Alberts y 

cols., 2004). 

6.1. Estructura 

Las mitocondrias están rodeadas de dos membranas claramente diferenciadas en sus 

funciones y actividades enzimáticas, que separan tres espacios: el citosol, el espacio 

intermembrana y la matriz mitocondrial.  

La membrana externa es una bicapa lipídica permeable a iones, metabolitos y muchos 

polipéptidos. Esta permeabilidad se debe a la existencia de poros formados por porinas o por 

proteínas de canal aniónico dependiente de voltaje (VDAC), que permiten el paso de moléculas 

de hasta 10 kDa y un diámetro aproximado de 20 Å. La membrana externa posee relativamente 

pocas funciones enzimáticas o de transporte conocidas. 

La membrana interna contiene más proteínas, carece de poros, es altamente selectiva, y está 

enriquecida en complejos enzimáticos y sistemas de transporte transmembrana, implicados en la 

translocación de moléculas. Esta membrana forma invaginaciones o pliegues, llamados crestas 

mitocondriales, que aumentan significativamente la superficie disponible para el asentamiento 

de complejos, como la cadena transportadora de electrones, la ATP sintasa o las proteínas 

desacoplantes. 

6.2. Función 

Las principales funciones de las mitocondrias son la oxidación de metabolitos (ciclo de 

Krebs, β-oxidación de los ácidos grasos) y la obtención de ATP mediante fosforilación 

oxidativa, que es dependiente de la cadena transportadora de electrones; la mitocondria produce 
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la mayor parte del ATP total sintetizado por la célula. También sirve de almacén de sustancias 

como iones, agua y algunas partículas como restos de virus y proteínas. 

Tanto las mutaciones del ADN mitocondrial, como del ADN cromosómico se asocian a 

ciertas enfermedades genéticas mitocondriales, cuyo origen está en un mal funcionamiento de 

procesos que se desarrollan en las mitocondrias por efecto de la alteración de enzimas, ARN, 

componentes de la cadena de transporte de electrones y sistemas de transporte de la membrana 

interna, muchas de las cuales afectan al sistema nervioso central. 

El ADN mitocondrial puede ser dañado por los radicales libres formados en la mitocondria; 

así, enfermedades degenerativas relacionadas con el envejecimiento, como la enfermedad de 

Parkinson, la enfermedad de Alzheimer y ciertas cardiopatías  pueden relacionarse con lesiones 

mitocondriales (Alberts y cols., 2004). 

 

7. UCP2  

Las proteínas desacoplantes mitocondriales (UCPs, uncoupling proteins) pertenecen a la 

superfamilia de transportadores aniónicos mitocondriales. Se localizan en las crestas 

mitocondriales y su función es desacoplar la fosforilación oxidativa de la síntesis de ATP. Las 

UCPs facilitan el transporte de protones (H+) del espacio intermembrana a la matriz 

mitocondrial interna,  disipando, en forma de calor, el gradiente de H+ generado por la cadena 

transportadora mitocondrial y reduciendo el potencial de membrana en la mitocondria (Fig. 3). 

La proteína UCP2 se identificó en 1997 a partir de estudios en extractos mitocondriales de 

levaduras, músculo esquelético y pulmón. Se codifica por el gen homónimo ubicado en el 

cromosoma 11 humano y el cromosoma 7 del ratón en un locus relacionado con la diabetes y la 

obesidad. La UCP2 se expresa en el tejido adiposo, el músculo esquelético y cardíaco, el 

cerebro, el bazo, el intestino y en las células β pancreáticas. En el sistema nervioso se localiza 

en  el hipotálamo, en el tálamo, en el núcleo dorsal motor del nervio vago y en el hipocampo 

(Richard y cols., 2001) siendo crítica para la utilización de energía por las neuronas adultas. 
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Figura 3. Esquema de la localización y función de la proteína UCP2 en la membrana mitocondrial 
interna. 

 

7.1. Función 

En un principio a la UCP2 se le asignó un papel en la regulación del balance energético, en 

el control del peso corporal y termorregulación y en respuestas frente a estímulos inflamatorios 

(Fleury y cols., 1997).  

Posteriormente se observó que la UCP2 está implicada en la regulación de la formación de 

especies reactivas de oxígeno (ROS, (Richard y cols., 2001)). Durante el estado IV de la 

respiración mitocondrial el gradiente de protones y el ATP aumentan, disminuyendo la 

disponibilidad de ADP, lo que genera una disminución del flujo de electrones a través de la 

cadena respiratoria mitocondrial facilitando la transferencia de dichos electrones al oxígeno y 

promoviéndose la formación de ROS (Richard y cols., 2001). La UCP2 también desempeña un 

papel esencial en el metabolismo mitocondrial al disminuir los productos perjudiciales para las 

neuronas durante la β-oxidación de los ácidos grasos. Además, cuando la UCP2 está activa 

disminuye el gradiente de H+, la producción de ATP y ROS, aumenta el flujo de calcio 

mitocondrial y se disipa la energía en forma de calor. Sin embargo, a pesar de que disminuye la 

producción mitocondrial individual de ATP, las neuronas disponen  de más ATP ya que el 

desacoplamiento promueve la proliferación mitocondrial cerebral (Horvath y cols., 2003).  
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En el sistema nervioso central la UCP2 presenta un efecto neuroprotector, ya que en la 

mayoría de enfermedades degenerativas intervienen ROS, y en casos de daño cerebral agudo se 

induce su expresión suprimiendo la activación de la caspasa 3 debido a los efectos a nivel de la 

regulación del potencial de calcio mitocondrial (Andrews y cols., 2005). Además de la 

neuroprotección,  la UCP2 es fundamental para la sinaptogénesis en el hipocampo adulto. Los 

efectos de UCP2 en sinapsis se deben a cambios de temperatura en la terminal presináptica. 

Asimismo, se ha observado en el hipocampo una adaptación mitocondrial al ejercicio al 

comparar ratones silvestres con ratones UCP2 KO, siendo los primeros los que presentan un 

aumento en la respiración mitocondrial, en el número de mitocondrias y en la sinaptogénesis 

tras el ejercicio (Dietrich y cols., 2008). En células β -pancreáticas de ratones UCP2 KO 

aumentan  los niveles de ATP y ADP asociados a una subida temporal de la secreción de 

insulina (Horvath y cols., 2003). 

La expresión de UCP2 está regulada por hormonas, diferentes según el tejido, por el ácido 

retinoico, la dieta o la coenzima Q, pero el factor regulatorio más importante son los niveles de 

ROS (Horvath y cols., 2003). 

 

 



 

32 
 



OBJETIVOS 
 

33 
 

OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Partiendo de toda la información expuesta anteriormente, entre la que destacamos la 

capacidad de la Ngn3 de alterar la morfología del árbol dendrítico de las neuronas del 

hipocampo en cultivo, nos planteamos analizar los mecanismos mediante los que actúa 

dicha proteína. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

-Analizar la distribución subcelular de la Ngn3 y su implicación en la diferenciación de 

neuronas del hipocampo.  

-Identificar el mecanismo mediante el cual la Ngn3 es exportada fuera del núcleo. 

-Estudiar los genes que controla la Ngn3, especialmente aquellos que codifican o 

regulan constituyentes del citoesqueleto. 

-Evaluar la posible relación entre UCP2 y Ngn3 y su importancia durante el desarrollo 

del hipocampo. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

1. ANIMALES 

Para el desarrollo de los experimentos in vivo, se utilizaron siempre ratones de la cepa CD1 

de distintas edades, procedentes del animalario del Instituto Cajal del CSIC. Los animales se 

mantuvieron a 22ºC y 60% de humedad, con ciclos alternativos de luz/oscuridad de 12 horas y 

sin restricciones de comida ni de agua. El número de animales se redujo al mínimo necesario 

para cada experimento y fueron manipulados conforme a las normativas de la Unión Europea 

(86/609/EEC, 2010/63/UE) y de España (Protección de los animales utilizados para 

experimentación y otros fines científicos: RD. 223/88, de 14 de Marzo, BOE), teniendo especial 

cuidado en evitar su sufrimiento. Los ratones silvestres y knock out (KO) para el gen UCP2 

pertenecen a la cepa C57BL6, procedentes del animalario de la Universidad de Yale y fueron 

manipulados conforme a las normativas del Institutional Animal Care and Use Committee of 

Yale University. 

2. CULTIVOS DE NEURONAS DE HIPOCAMPO  

 Los hipocampos de embriones de ratón de 17 días de gestación fueron disecados en HBSS 

(Hank´s Balanced Salt Solution, Invitrogen) sin cationes Ca2+ ni Mg2+. El tejido fue cortado en 

trozos de 1 mm aproximadamente y disociado con 0,1 mg.ml-1 de tripsina (Worthington 

Biochemicals) durante 15 minutos a 37ºC y posteriormente tratado con 10 µg.ml-1 de DNasa 

(Sigma-Aldrich) tal y como se describe en (Goslin y Banker, 1989). Las neuronas se sembraron 

sobre placas de seis pocillos o sobre cubres de vidrio de 1 cm2 de superficie, previamente 

recubiertos con 0,5 mg.ml-1 de poli-L-lisina (Sigma-Aldrich) y fueron cultivadas en medio 

Neurobasal suplementado con B-27, GlutaMAX I (Invitrogen) y los antibióticos penicilina y 

estreptomicina. La densidad del cultivo fue de 150-400 neuronas.mm-2. Los cultivos así 

obtenidos no contienen células gliales, ya que apenas existen en el hipocampo de los embriones 

de ratón de 17 días de gestación. 
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3. CONSTRUCCIÓN DE VECTORES VIRALES SINDBIS 

3.1. Clonación de la Neurogenina 3 en el plásmido viral pSinRep5 

La construcción pCS2-Ngn3, en la que la Ngn3 se clonó incluyendo en su extremo amino 

terminal una secuencia de seis epítopos myc, fue usada como molde para amplificar por PCR la 

secuencia 6xmyc-Ngn3. Para ello se diseñaron los siguientes cebadores específicos:  

6xmyc-Ngn3-ApaI_sentido 5´-CCGGGCCCATCGATTTAAAGCTATGG-3´ 

6xmyc-Ngn3-ApaI_antisentido 5´-CCGGGCCCTCACAAGAAGTCTGAGAA-3 

 

Estos cebadores introducen dos dianas de la enzima de restricción ApaI (en negrita) 

flanqueando ambos extremos de la secuencia. Tras la PCR, la mezcla de reacción fue analizada 

en gel de agarosa al 1% desde donde se purificó la banda correspondiente al producto de 

amplificación. El fragmento de 6xmyc-Ngn3, junto con el vector pSinRep5 se cortaron con 

ApaI y el vector resultante fue desfosforilado. Con ambas muestras purificadas y cuantificadas 

se llevó a cabo la reacción de ligación mediante la ligasa T4 y el producto de ligación se usó 

para transformar células competentes de E. coli DH5α. Los plásmidos purificados a partir de 

varias colonias empleando el kit Jetquick (Genomed), fueron analizados mediante la digestión 

con ApaI y aquellos que tenían el inserto del tamaño adecuado fueron secuenciados; la 

autenticidad de la secuencia fue confirmada usando el algoritmo BLASTn alojado en el servidor 

del NCBI. La expresión de la proteína fue confirmada mediante análisis por inmunoblot de 

extractos de células BHK (baby hamster kidney) transformadas con el plásmido mediante 

electroporación. 

3.2. Producción de las partículas virales  

Los plásmidos pSinRep5-Ngn3, pSinRep5-GFP (green fluorescence protein, que fue cedido 

amablemente por el Prof. J. Lerma, IN, Alicante) y un DNA helper DH (26S), que contiene los 

genes de las cuatro proteínas estructurales requeridas para el empaquetamiento del virus, fueron 



 

39 
 

  MATERIALES Y MÉTODOS  

linealizados con la enzima PacI en el caso de pSinRep5-Ngn3 y con XhoI en los otros dos. A 

continuación se llevó a cabo la transcripción  in vitro de dichos plásmidos. 

      La producción de pseudoviriones Sindbis recombinantes se llevó a cabo mediante la 

transformación conjunta por electroporación de los correspondientes ARNs (Ngn3 o GFP) y el 

ARN helper en células BHK en cultivo. A las 24 horas tras la electroporación se recogió el 

sobrenadante del cultivo de BHK en el que se encontraban las partículas virales, que se 

conservaron a -80ºC.  

4. CLONACIÓN DE LAS SEÑALES DE EXPORTACIÓN NUCLEAR PRESENTES EN 

LA NEUROGENINA 3 

Haciendo uso del programa de predicción de NES, NetNes (la Cour y cols., 2004), 

identificamos dos posibles NES en la secuencia aminoacídica de la Ngn3: NES1, que se 

corresponde con los aminoácidos del 5 al 14 y NES2, del 131 al 142. Dichas secuencias fueron 

clonadas en el vector pEGFP-C2 (Clontech, USA) siguiendo la pauta de lectura de la EGFP 

(enhanced green fluorescence protein), entre las dianas de las enzimas de restricción XhoI y 

EcoRI (en negrita) del sitio de multiclonación, creando así las proteínas de fusión EGFP-NES1 

y EGFP-NES2. Para ello se diseñaron los siguientes cebadores:  

NES1 5'- GATCTCGAGCTCCCTTGGATGCGCTCACCATCCAAGTGTCCTGAATTCTGC -3' 

NES1_antisentido 5'- GCAGAATTCAGGACACTTGGATGGTGAGCGCATCCAAGGGAGCTCGAGATC -3' 

NES2 5'- GATCTCGAGCTTACATCTGGGCACTGACTCAGACGCTGCGCATAGCGTGAATTCTGC -3' 

NES2_antisentido 5'- GCAGAATTCACGCTATGCGCAGCGTCTGAGTCAGTGCCCAGATGTAAGCTCGAGATC -3' 

 

4.1. Mutagénesis puntual dirigida  

A partir del plásmido pEGFP-NES2 se realizaron mutaciones puntuales dirigidas a los 

aminoácidos claves para la exportación nuclear de la secuencia NES2 que se corresponden con 
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las isoleucinas 132 y 141 y las leucinas 135 y 139 de la Ngn3. Todos estos aminoácidos se 

sustituyeron por alaninas. Para ello se diseñaron cebadores específicos para cada mutación 

usando el programa del QuickChange (Qiagen):  

I132A  5'-CTCAGATCTCGAGCTTACGCCTGGGCACTGACTCAGAC-3' 

I132A_antisentido 5'-GTCTGAGTCAGTGCCCAGGCGTAAGCTCGAGATCTGAG-3' 

L135A  5'-GCTTACATCTGGGCAGCGACTCAGACGCTGCG-3' 

L135A_antisentido 5'-CGCAGCGTCTGAGTCGCTGCCCAGATGTAAGC-3' 

L139A  5'-GGCACTGACTCAGACGGCGCGCATAGCGTGAATT-3' 

L139A_antisentido 5'-AATTCACGCTATGCGCGCCGTCTGAGTCAGTGCC-3' 

I141A  5'-GACTCAGACGCTGCGCGCAGCGTGAATTCTGCAG-3' 

I141A_antisentido 5'-CTGCAGAATTCACGCTGCGCGCAGCGTCTGAGTC-3' 

 

A partir del plásmido pCS2-myc-Ngn3 se realizaron mutaciones puntuales en los aminoácidos 

potencialmente claves para la exportación nuclear, que se corresponden con la isoleucina 11 y 

las leucinas 125 y 135 de la Ngn3. Los cebadores utilizados en este caso fueron: 

I11A  5'-CTTGGATGCGCTCACCGCCCAAGTGTCCCCAGAG-3' 

I11A_antisentido 5'-CTCTGGGGACACTTGGGCGGTGAGCGCATCCAAG-3' 

L125A  5'-TACAAAGATCGAGACCGCGCGCTTCGCCCACAAC-3' 

L125A_antisentido 5'-GTTGTGGGCGAAGCGCGCGGTCTCGATCTTTGTA-3' 

L135A  5'-CAACTACATCTGGGCAGCGACTCAGACGCTGCGC-3' 

L135A_antisentido 5'-GCGCAGCGTCTGAGTCGCTGCCCAGATGTAGTTG-3' 
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El producto de PCR obtenido siguiendo las instrucciones del kit QuickChange site-directed 

mutagenesis, se usó para transformar células competentes de E. coli DH5α. Se escogieron varias 

colonias a partir de las cuales se purificó el plásmido con el kit Jetquick (Genomed), se 

seleccionaron las positivas mediante secuenciación y la autenticidad de la secuencia fue 

confirmada usando el algoritmo BLASTn alojado en el servidor del NCBI. 

5. siARN  

Los ARNs de interferencia se adquirieron en Applied Biosystems/Ambion y se transfectaron 

usando una concentración de 30 nM. Se utilizaron los siguientes siARNs (en minúsculas se 

representan las bases desapareadas):  

Nombre Secuencia Diana 

siARN1 sentido GGAUGAACUGACUAAAAUAtt fmn1 

siARN1 antisentido UAUUUUAGUCAGUUCAUCCtc fmn1 

siARN2 sentido GGCGACAUAUUUUUCAAACtt Exón 2 de fmn1 

siARN2 antisentido GUUUGAAAAAUAUGUCGCCtg Exón 2 de fmn1 

siARN3 sentido CCUUUGUAUUGGACCAGAAtt Exón 6 de fmn1 

siARN3 antisentido UUCUGGUCCAAUACAAAGGtt Exón 6 de fmn1 

siARN2 sentido AACUACAUCUGGGCACUGAtt ngn3 

siARN2 antisentido UCAGUGCCCAGAUGUAGUUgt ngn3 

siARN3 sentido GCUUCUCAUCGGUACCCUUtt ngn3 

siARN3 antisentido AAGGGUACCGAUGAGAAGCct ngn3 

 

Los controles incluyeron un siARN sin diana (control negativo) y un siARN cuya diana es la 

β-actina (control positivo). La especificidad de los memcionados siARNs se comprobó 

mediante PCR cuantitativa a tiempo real.  
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6. TRATAMIENTO DE LOS CULTIVOS DE NEURONAS DE HIPOCAMPO 

6.1. Transfección.  

Cultivos de neuronas del hipocampo de ratón fueron lipofectados a 1, 2 ó 3 días in vitro 

(DIV) dependiendo del experimento, con el kit Effectene Transfection Reagent (Qiagen GmbH, 

Hilden, Germany), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se lipofectaron 0,65 µg de los 

correspondientes plásmidos o siARNs. Los cultivos permanecieron en presencia de los 

correspondientes liposomas durante 3 horas a 37ºC y 5% CO2. Posteriormente se lavaron las 

células con medio Neurobasal y, se permitió la expresión de las proteínas durante 16-20 horas. 

Para el análisis morfológico de las neuronas y de la distribución de la expresión de la Ngn3 se 

fijaron con paraformaldehido al 4% (v/v) para proceder con la inmunocitoquímica.  

6.2. Infección viral.  

Cultivos de neuronas del hipocampo de ratón fueron infectados a 5 días in vitro (DIV) con 

virus Sindbis que expresaban GFP o ngn3. La concentración viral óptima fue determinada 

utilizando diferentes diluciones del sobrenadante que contenía las partículas virales que 

expresaban GFP, siendo la dilución 1/10 la que produjo una mayor tasa de infección y una 

muerte celular mínima, obteniéndose una eficiencia de transducción del 60-80%. Para el análisis 

de la expresión génica y de la distribución de la expresión de la Ngn3, los cultivos 

permanecieron en presencia del correspondiente virus durante 1 hora a 37ºC y 5% CO2. 

Posteriormente se lavaron las células con medio Neurobasal y se permitió la expresión de las 

proteínas durante los tiempos indicados en cada ensayo. 

6.3. Nucleofección. 

 Las neuronas de hipocampo de ratón fueron nucleofectadas mediante el electroporador 

Amaxa con el kit de neuronas de ratón (Amaxa, Gaithersburg, MD) siguiendo las instrucciones 

del fabricante. Se electroporaron ARNs de interferencia (siARNs) dirigidos a disminuir los 

niveles del ARNm de fmn1 o ngn3, con sus correspondientes controles negativo y positivo. Tras 
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la electroporación se sembraron las neuronas a la densidad indicada y se permitió su expresión 

durante 5 ó 24 horas. Transcurrido este tiempo, se extrajo el ARN total y se procedió a su 

cuantificación mediante PCR a tiempo real e inmunoblot.  

6.4. Tratamiento con Leptomicina B.  

Cultivos de neuronas del hipocampo fueron tratados a 3 DIV con Leptomicina B (LMB) 20 

nM durante 5, 15 ó 22 horas. La LMB es un inhibidor específico de la exportación nuclear que 

impide la salida de proteínas del núcleo al unirse, inactivando, al receptor de la exportación 

nuclear CRM-1 (Ben Fredj y cols., 2004). Tras el tratamiento la distribución subcelular de la 

Ngn3 fue analizada mediante inmunocitoquímica. 

 6.5. Tratamiento con drogas alteradoras del citoesqueleto.  

Para determinar la posible colocalización de Ngn3 y tubulina o Ngn3 y actina se realizaron 

los siguientes tratamientos en neuronas a 3 DIV: 

6.5.1. Nocodazol (Calbiochem)  a 17 µM durante 20 minutos, es un agente que promueve 

la despolimerización de los MTs.    

6.5.2. Citocalasina D (Calbiochem) a 4 µM durante 20 minutos, es un agente que inhibe 

la polimerización de los filamentos de actina.  

6.5.3. Taxol (Sigma-Aldrich) a 20 µM con GTP 1 mM durante 40 minutos, es un agente 

que promueve la polimerización de los MTs. 

6.6. Tratamiento con Genipina.  

Las neuronas del hipocampo de embriones de ratón de 17 días de gestación fueron tratadas 

antes de ser plaqueadas con genipina (inhibidor de UCP2; (Zhang y cols., 2006); Wako 

Chemicals, USA) a una concentración final de 20 µM y se mantuvieron en cultivo el tiempo 

correspondiente a los diferentes estadios del desarrollo hipocampal. Tras el tratamiento se 
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analizaron los cambios morfológicos mediante inmunocitoquímica y PCR cuantitativa a tiempo 

real.   

7. INMUNOCITOQUÍMICA 

Una vez tratados los cultivos de neuronas sembradas en cubreobjetos, se fijaron con 

paraformaldehido (PFA) 4% (v/v) durante 20 minutos. En el caso de las neuronas tratadas con 

las drogas que afectan al citoesqueleto se realizaron lavados con tampón PEM (PIPES 80 mM, 

EGTA 2 mM, MgCl2 1 mM, pH 6,8) y permeabilizados durante 3 minutos a 37ºC con el mismo 

tampón suplementado con Triton X-100 al 0,05% (v/v). Tras dos lavados con tampón fosfato 

salino (PBS), las células fueron fijadas con metanol a -20ºC durante 5 minutos. En todos los 

casos, una vez fijadas, se lavaron tres veces con PBS y, en los casos en que era necesaria la 

amplificación con tiramida, se realizó un tratamiento previo de 5 minutos con H2O2 al 3% (v/v). 

De nuevo se lavaron dos veces con PBS y otras dos veces más con PBS/gelatina 0,12% (p/v). 

La gelatina se usó en este caso en vez de suero o de albúmina como agente bloqueante, para 

evitar el marcaje inespecífico. Las células fueron permeabilizadas con tritón X-100 al 0,12% 

(v/v) en PBS/gelatina durante 4 minutos y lavadas tres veces con PBS/gelatina antes de 

incubarlas con el/los anticuerpo/s primario/s (Tabla 1) durante 1 hora a temperatura ambiente 

(TA). Pasado este tiempo se hicieron tres lavados con PBS/gelatina y se incubaron las células 

con el/los anticuerpo/s secundario/s (Tabla 1) durante 45 minutos a TA. Se hicieron de nuevo 

tres lavados con PBS/gelatina y otros dos con PBS. Se dejaron secar antes de ser montados los 

cubreobjetos con vectashield-DAPI y sellados con laca de uñas. En el caso de la amplificación 

con tiramida, los anticuerpos secundarios estaban unidos a biotina. Tras la incubación con los 

anticuerpos secundarios, las células fueron tratadas durante 15 minutos con estreptavidina-

peroxidasa, lavadas tres veces con PBS e incubadas durante 10 minutos con la tiramida que 

lleva unida un fluoróforo. Tras ser lavadas tres veces con PBS se procedió al secado y montaje 

de los cubreobjetos. 
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Tabla 1. Especificidad, especie de obtención, dilución de uso y fabricante de los diferentes anticuerpos 
primarios y secundarios usados en la técnica de inmunocitoquímica. 

 

 Anticuerpos primarios: 

Antígeno Especie Dilución 
Nombre del clon 

Casa comercial 

Ngn3 Ratón 1:2000 F25A13B, Hybridoma Bank 

Ngn3 Conejo 1:1000 M-80 , Santa Cruz 

βIII-Tubulina pollo 1:500 Abcam 

βIII-Tubulina Ratón 1:500 TUJ1, BabCO 

Tubulina 

Péptido N-terminal 
Conejo 1:200 Dr. I. Barasoain, CIB, CSIC 

GFP Conejo 1:500 Molecular Probes 

GFP Cabra 1:1000 Abcam 

GFP Pollo 1:1000 Chemicon 

c-myc Pollo 1:250 Abcam 

c-myc Ratón 1:250 9E10 Roche 

VGAT Conejo 1:250 Millipore Corporation 

VGluT1 Cobaya 1:500 Millipore Corporation 

Sinaptofisina I Ratón 1:500 SY38, Progen 

 

Anticuerpos secundarios: 

Antígeno Especie Dilución Casa comercial 

Ratón  (biotinilado) Cabra 1:500 Jackson Immuno Research 

Ratón Cabra 1:1000 Jackson Immuno Research 

Conejo  (biotinilado) Cabra 1:500 Jackson Immuno Research 

Conejo Cabra 1:1000 Jackson Immuno Research 

Pollo Burro 1:500 Jackson Immuno Research 

Cabra Burro 1:500 Molecular Probes 

Cobaya Cabra 1:1000 Jackson Immuno Research 
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7.1. Otros marcajes 

-TSA (Tyramide Signal Amplification) unida a cyanine3 (Perkin Elmer) usada a 1:200 para 

amplificar la señal de los anticuerpos anti-Ngn3. 

-Faloidina (BODIPY FL phallacidin, Molecular Probes) usada a 1:1000 para marcar los 

filamentos de actina. 

8. DETECCIÓN DE ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO 

Con el propósito de conocer la producción local de especies reactivas de oxígeno (ROS), se 

usó dihidroetidio (DHE, Invitrogen) ya que el DHE es oxidado específicamente por el 

superóxido de oxígeno (0-2) generando fluorescencia roja. En neuronas de hipocampo de 4 DIV 

tratadas con genipina o sobreexpresando Ngn3 se añadió al medio de cultivo DHE a una 

concentración final de 3,2 µM. Las neuronas permanecieron en presencia del DHE 10 minutos a 

37ºC y 5% CO2 y posteriormente se fijaron con PFA al 4% (v/v) y se montaron con vectashield-

DAPI para proceder con la adquisición y análisis de imágenes.  

9. HIBRIDACIÓN IN SITU  

Se disecaron los cerebros de ratones de 3 meses de edad en PBS con dietilpirocarbonato 

(PBS-DEPC) para inhibir la actividad ribonucleasa, se fijaron en PBS-DEPC con PFA 4% (v/v) 

y se incubaron a 4ºC durante la noche. Tras la fijación, los cerebros se lavaron con Tritón X-100 

0,1% (v/v) (PBT). Se embebieron los cerebros en bloques de agarosa de bajo punto de fusión al 

7.5% (p/v), se hicieron secciones frontales de 100 µm con el vibratomo VT1000S (Leica, 

Heidelberg, Alemania) y se incubaron en PFA 4% (v/v) durante la noche. La expresión génica 

se examinó con una ribosonda marcada con digoxigenina que reconoce los nucleótidos 194-798 

del gen ngn3 (MMU76208). La especificidad de la señal de hibridación se confirmó mediante 

una ribosonda control. Tras lavar las secciones en PBS-DEPC, se retiró la agarosa que rodeaba 

el tejido y se procedió a la deshidratación con una serie de lavados en PBS-DEPC conteniendo 

concentraciones crecientes de metanol (25%, 50%, 75%) y finalmente en metanol puro. Se 
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hidrató el tejido repitiendo la misma serie a la inversa hasta lavar con PBS-DEPC. Para inhibir 

la actividad peroxidasa endógena se incubaron las secciones en H2O2 1% (v/v) durante 5 

minutos y se lavaron de nuevo con PBS-DEPC. Para permeabilizar el tejido y permitir así la 

entrada de la sonda, se trataron las secciones con proteinasa K (Roche) 5 µg/ml durante 3 

minutos a TA. Tras lavar, se fijó el tejido con PFA 4% (v/v) en PBT durante 20 minutos a TA y 

se lavó dos veces con PBT. Finalmente, las secciones se incubaron en agitación a 60ºC durante 

la noche en solución de hibridación: formamida 50% (v/v), 5X SSC (0,6 M NaCl, citrato de 

sodio 0,06 M, pH 7,0), Roche Blocking Powder 2% (p/v), Tritón X-100 0,1% (v/v), heparina 50 

µg.ml-1, ARN de la levadura Torula 100 µg.ml-1, ácido etilendiaminotetracético (EDTA) 1 mM 

y 3-[(3-cloramidopropil)-dimetilamonio]-1-propanosulfonato (CHAPS) 0,1% (p/v), en H2O-

DEPC). Tras desnaturalizar la sonda a 70ºC durante 3 minutos, la solución de hibridación se 

sustituyó por solución fresca que contenía 1 µg.ml-1 de sonda desnaturalizada y se dejaron las 

secciones en la nueva solución en agitación y a 60ºC durante toda la noche. Posteriormente se 

realizaron los siguientes lavados en agitación: tres lavados de 30 minutos con SSC 2X, CHAPS 

0,1% (p/v) a 60ºC, tres lavados de 30 minutos con 0,2X SSC, CHAPS 0,1% (p/v) a 60ºC y tres 

lavados de 5 minutos con KTBT Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, KCl 10 mM, Triton 

X-100 0,1% (v/v)) a TA. Posteriormente se bloquearon las secciones con suero de oveja 15% 

(v/v), Roche Blocking Powder 0,7% (p/v) en KTBT durante 2 horas a 4ºC, antes de incubarlas 

durante toda la noche con el anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina 

(Roche) diluido 1:1000 en la solución de bloqueo. Tras la incubación, las secciones fueron 

lavadas con KTBT y Tritón X-100 0,3% (v/v). La actividad fosfatasa alcalina se detectó 

mediante la incubación con nitroazultetrazolio-5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato (BCIP) 

(Boehringer Mannheim, Germany) siguiendo las instrucciones del fabricante. Finalmente las 

secciones se lavaron con PBS-glicerol (1:1) y se montaron en PBS-glicerol (1:1) con azida 

sódica 0,02% (p/v). Las imágenes fueron obtenidas en un microscopio Leica (Bensheim, 

Alemania).  

 



 

48 
 

MATERIALES Y MÉTODOS 

10. INMUNOHISTOQUÍMICA 

Los ratones fueron perfundidos transcardialmente con PFA 4% (v/v) en tampón fosfato (PB) 

0,1 M, pH 7,2. Los cerebros se cortaron con un vibratomo VT1000S en secciones seriadas de 50 

µm de grosor. Las secciones se lavaron 10 minutos en PBS  y la actividad de la peroxidasa 

endógena se bloqueó incubándolas durante 20 minutos en H2O2 3% (v/v) en PBS. Las secciones 

se lavaron en PBS 0,1 M y se incubaron en tampón de bloqueo compuesto por PBS conteniendo 

agente bloqueante Tyramide Reagent Pack 0,5% (p/v) (PerkinElmer Life Sciences). 

Posteriormente las secciones se incubaron durante 16 horas a 4ºC con el anticuerpo monoclonal 

anti-Ngn3 (Tabla 2) en tampón de bloqueo. Pasado este tiempo se lavaron tres veces en PBS y 

se incubaron durante 1 hora a TA con un anticuerpo secundario contra ratón unido a biotina, y 

posteriormente con estreptavidina unida a peroxidasa, tiramida y por último con estreptavidina 

(Molecular Probes) unido a Alexa 488 para amplificar la señal fluorescente. Las imágenes de 

fluorescencia fueron obtenidas en un microscopio Leica (Bensheim, Alemania).  

Tabla 2. Especificidad, especie de obtención, dilución de uso y fabricante de los anticuerpos usados en la 
técnica de inmunohistoquímica. 

 

Antígeno Especie Dilución 
Nombre del clon 

Casa comercial 

Ngn3 Ratón 1:2000 F25A1B3, Hybridoma Bank 

Ratón                    

(biotinilado) 
Cabra 1:500 Jackson Immuno Research 

 

11. ADQUISICIÓN Y ANÁLISIS DE IMÁGENES 

Las imágenes se adquirieron digitalmente usando un objetivo 40x de inmersión en aceite y 

con los correspondientes filtros de fluorescencia en un microscopio con cámara digital Leica 

(Leica, Heidelberg, Alemania). El análisis de microscopía confocal se realizó en un microscopio 

Leica (Bensheim, Alemania). 
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Para determinar la localización subcelular de la Ngn3 se cuantificó la señal producida por 

inmunocitoquímica. Con este fin se seleccionaron campos neuronales al azar y utilizando el 

programa ImageJ 1.37v, se realizaron medidas de intensidad de fluorescencia del núcleo 

marcado con DAPI, del citoplasma y del fondo de cada imagen. Se consideró que la Ngn3 o la 

GFP, en el caso de las secuencias NES, presentaba una localización nuclear si la intensidad de 

fluorescencia en el núcleo era mayor que la citoplasmática.  

El recuento del número de dendritas, sus ramificaciones y sinapsis se realizó manualmente. 

El número de sinapsis se contó en una sección circular de 100 µm de diámetro. La longitud 

dendrítica y el tamaño del soma se midió usando el programa ImageJ 1.37v. Los datos 

cuantitativos se representaron como la media de los valores de al menos tres experimentos 

independientes con su correspondiente error estándar, y las diferencias estadísticas se 

determinaron mediante el test t de Student´s usando el programa GraphPad Prism 5 (GraphPad 

Software, Inc., San Diego, CA).  

Para cuantificar la fluorescencia debida a la oxidación del DHE se seleccionaron campos 

neuronales al azar de las correspondientes inmunocitoquímicas y utilizando el programa ImageJ 

1.37v se evaluó la densidad integrada de fluorescencia en la zona perinuclear. 

12. ENSAYO DE ASOCIACIÓN A MICROTÚBULOS 

Para analizar la posible interacción entre Ngn3 y MTs in vivo, los cultivos de neuronas 

hipocampales fueron tratadas con taxol o con DMSO (como control) tras lo cual se 

homogeneizaron las células en tampón PEM con Triton X-100 0,05% (v/v) e inhibidores de 

proteasas (Roche) y se centrifugaron a 100.000 x g a 4ºC durante 30 minutos. Los precipitados 

que contenían los MTs y sus proteínas asociadas, además de los núcleos y membranas, se 

disolvieron directamente en tampón de carga de SDS-PAGE 1X, mientras que a los 

sobrenadantes, que contenían las proteínas solubles, se les añadió  tampón de carga SDS-PAGE 

5X. Ambas fracciones se separaron por electroforesis en SDS-PAGE y a continuación se realizó 

el inmunoblot utilizando anticuerpos frente a Ngn3 y tubulina. 
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Para evaluar una posible interacción entre Ngn3 y MTs in vitro, se homogeneizaron los 

cerebros de ratón E17 en 10 volúmenes de tampón PEM con Triton X-100 0,05% (v/v) e 

inhibidores de proteasas, dando 50 pases en un homogeneizador de teflón-cristal. El 

homogeneizado se centrifugó a 16.000 x g a 4ºC durante 30 minutos para separar las 

membranas y núcleos celulares (precipitado) y el sobrenadante se centrifugó a 100.000 x g a 

4ºC durante 30 minutos. El nuevo precipitado se resuspendió y se separó en dos alícuotas, una 

fue tratada con taxol 20 µM (suplementado con 1 mM GTP) durante 40 minutos a TA y la otra 

con DMSO, y a continuación se realizó una última centrifugación a 100.000 x g a 4ºC durante 

30 minutos. Los precipitados y sobrenadantes finales se analizaron por inmunoblot utilizando 

anticuerpos frente a Ngn3 y β-III-tubulina. Asimismo los sobrenadantes fueron en un posterior 

análisis de la interacción de la Ngn3 con los monómeros de la tubulina mediante 

inmunoprecipitación. 

13. INMUNOPRECIPITACIÓN 

El objetivo de esta técnica es dilucidar interacciones, en nuestro caso entre la Ngn3 y la 

tubulina. Los sobrenadantes, procedentes de la centrifugación de alta velocidad del ensayo de 

asociación, se incubaron 16 horas con 3 µg del anticuerpo anti- β-III-tubulina o con suero 

preinmune de ratón, en el caso de los controles, a 4ºC y en agitación. Pasado este tiempo se 

añadió proteína G-sefarosa y se mantuvo en agitación suave a 4ºC durante 2 horas. Los 

complejos formados se lavaron 3 veces con tampón PEM. Por último y para proceder con la 

electroforesis en SDS-PAGE y el inmunoblot se disociaron los posibles complejos con tampón 

de SDS-PAGE en ausencia de β-mercaptoetanol para que las cadenas ligeras y pesadas del 

anticuerpo usado en la inmunoprecitación no se separaran, ya que al tener pesos moleculares 

muy similares a las proteínas de estudio podrían confundirse con las correspondientes bandas 

generadas por la electroforesis. 
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14. INMUNOBLOT 

Tras la electroforesis en gel de SDS-PAGE al 12% para la detección de Ngn3, myc-Ngn3 y 

tubulina y al 8% para la detección de Fmn1, se realizó la transferencia semiseca a membranas 

de polifluoruro de vinilideno (PVDF, Millipore) que fueron bloqueadas durante 1 hora con 

leche en polvo 5% (p/v) en tampón Tris salino (TBS) con Tween 0,3% (v/v) (TBS-T). A 

continuación se incubaron las membranas durante toda la noche a 4ºC en agitación, con los 

correspondientes anticuerpos primarios (Tabla 3) y se lavaron con TBS-T 0,3% (v/v). 

Finalmente se incubaron durante 1 hora a TA en agitación con el anticuerpo secundario (Tabla 

3) unido a peroxidasa (HRP) y se lavaron con TBS-T 0,3% (v/v) y posteriormente con TBS. El 

revelado se realizó con ECL AdvanceTM (Amersham) que produce quimioluminiscencia. La 

densitrometría y cuantificación de las bandas se llevó a cabo con el programa Quantity One de 

BioRad. 

Tabla 3. Especificidad, especie de obtención, dilución de uso y fabricante de los diferentes anticuerpos usados 
en la técnica de inmunoblot. 

 

Antígeno Especie Dilución 
Nombre del clon 

Casa comercial 

βIII-Tubulina Ratón 1:50000 TUJ1, BabCO 

Ngn3 Ratón 1:5000 F25A1B3, Hybridoma Bank 

c-myc Ratón 1:100 9E10, Roche 

Fmn1 Cabra 1:200 Santa Cruz Biotechnology, Inc. 

Ratón (HRP) Cabra 1:50 000 Jackson Immuno Research 

Cabra (HRP) Burro 1:2000 Jackson Immuno Research 
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15. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GÉNICA 

 Para analizar los cambios en la expresión de los genes de interés provocados por los 

distintos tratamientos que se aplicaron a las neuronas de hipocampo se siguieron los siguientes 

pasos:  

15.1. Extracción del ARN total 

A partir de los cultivos o tejidos se obtuvo el ARN total utilizando para ello el kit illustra 

RNAspin Mini RNA isolation de GE Healthcare (Buckinghamshire, UK).  

15.2. Síntesis del ADN copia 

Partiendo del ARN total purificado se sintetizó el ADN copia mediante el kit First Strand 

Synthesis de Fermentas GMBH (St Leon-Rot, Germany) siguiendo las instrucciones del 

fabricante.  

15.3. PCR cuantitativa a tiempo real 

El análisis de los niveles de expresión de distintos genes se realizó mediante PCR 

cuantitativa a tiempo real con el ABI Prism 7000 Sequence Detector (Applied Biosystems). El 

ADN copia se usó directamente como molde para la PCR. Se utilizaron sondas y primers 

comerciales TaqMan (Applied Biosystems) dirigidos a amplificar los genes ngn3, UCP2, fmn1, 

actina y GAPDH (Gliceraldehido-fosfato deshidrogenasa, gen constitutivo) como control. Los 

ensayos se realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante usando como polimerasa la 

presente en la TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems). Todas las reacciones 

se realizaron por triplicado a partir del ARN obtenido en tres cultivos independientes. La 

expresión de los diferentes genes analizados se normalizó usando la expresión de GAPDH. Los 

datos se analizaron con el test ANOVA de una vía seguido del test de Bonferroni usando el 

programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA), y se expresaron en 

forma de media aritmética ± error estándar de la media (ESM). 

 



 

53 
 

  MATERIALES Y MÉTODOS  

16. MICROARRAYS  

Se transdujeron neuronas de hipocampo de 5 DIV con virus Sindbis que sobreexpresaban 

6xmyc-ngn3 o GFP como control. Las neuronas permanecieron en presencia del virus durante 1 

hora, se lavaron y se permitió la expresión durante 16 horas, transcurridas las cuales se lisaron 

para extraer el ARN total. La calidad del ARN fue evaluada en un gel de agarosa al 1% (p/v). 

Para el análisis de la expresión génica diferencial se usó el CodeLink Whole Mouse Genome 

Bioarrays (Applied Microarrays, Tempe, AZ, antes GE/Amersham, Piscataway, NJ) a partir de 

cuatro ensayos con tres réplicas cada uno. Estos microarrays contienen 3,3×104  

oligonucleótidos de cadena simple, sondas para los genes murinos y tránscritos. El ADNc 

biotinilado fue sintetizado a partir del ARN extraído usando el kit CodeLink Expression Assay 

Reagent (GE-Amersham Biosciences). Para escanear los microarrays se utilizó un escáner 

Agilent Microarray Scanner (G2565BA, Agilent Technologies). La adquisición y comparativa 

de imágenes del microarray se realizó con el programa GenePix Pro (MDS, Inc., Toronto, ON). 

Con el programa CodeLink (Applied Microarrays, Tempe, AZ) se llevó a cabo la corrección del 

fondo de las imágenes. Todos los datos obtenidos de los análisis de los microarrays de ADN 

fueron depositados en la base de datos GEO (Gene Expression Omnibus) con el número de 

acceso [GEO: GSE26911]. El análisis estadístico de todos los datos de los microarrays se 

realizó con los paquetes de programas del proyecto Bioconductor 

(http://www.bioconductor.org/). El programa codelink (Diez y cols., 2007) se utilizó para el pre-

procesamiento, el programa genefilter (Gentleman y cols., 2007) se usó para filtrar los datos y el 

programa limma (Smyth, 2004) para el análisis estadístico. Para el pre-procesamiento se 

corrigió el fondo mediante el método de normexp y la normalización de quantile. Los datos se 

consideraron dentro de la escala log2. Se ajustó el valor p usando la corrección de Benjamini 

and Hochberg False Discovery Rate (Benjamini y Hochberg, 1995). Los genes con un valor p 

inferior a 0,05 fueron seleccionados por su expresión diferencial. El perfil de expresión de las 

neuronas que expresan 6xmyc-ngn3 se comparó con el correspondiente control de neuronas que 

expresan GFP. Los genes fueron clasificados de acuerdo a su función usando el programa 
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Ingenuity Pathway Analysis (Ingenuity Systems®, www.ingenuity.com). Con este análisis se 

identificaron las funciones e implicaciones en enfermedades más significativas que se extraían 

de los datos, y para ello se tuvieron en cuenta los genes asociados a funciones biológicas y 

enfermedades presentes en la base de datos del Ingenuity knowledge. Por último se usó el test de 

Fisher para calcular el valor p que determinó la probabilidad de que la función biológica 

asignada se debiera a la casualidad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

55 
 

RESULTADOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                       

 

 

 



 

56 
 

 

 

 

 

 

 

 



 

57 
 

       RESULTADOS 

RESULTADOS 

1. ANÁLISIS DE LA DISTRIBUCIÓN SUBCELULAR DE LA NGN3 Y SU 

IMPLICACIÓN EN LA DIFERENCIACIÓN DE NEURONAS DEL 

HIPOCAMPO  

1.1. DISTRIBUCIÓN  DE LA NGN3 

1.1.1. Patrón de expresión de la Ngn3 en el hipocampo de cerebro de ratón 

Antes de dilucidar las posibles funciones de la Ngn3 en el hipocampo, es importante conocer 

si dicha proteína se expresa o no en el hipocampo intacto, por ello nos propusimos determinar el 

perfil de expresión de la Ngn3 en el cerebro adulto de ratón. Experimentos previos de 

hibridación in situ, de secciones coronales de ratones de 3 meses de edad, empleando una 

ribosonda específica habían demostrado la expresión del gen ngn3 en la capa piramidal (PL) de 

todas las regiones hipocampales y en la capa granular del giro dentado (DG) (Salama-Cohen y 

cols., 2006) (Fig. 4A-C).  

 

Figura 4. Expresión de la Ngn3 en el hipocampo adulto. A: La distribución del ARNm de ngn3 se estudió por 
hibridación in situ y visualización mediante el marcaje con digoxigenina. B: Detalle de la capa granular del giro 
dentado (DG) y C de la capa piramidal (PL) de CA1-CA3. D: Inmunohistoquímica frente a Ngn3. La señal se 
amplificó con tiramida; el marcaje de Ngn3 se puede observar en las neuronas piramidales de CA1-CA3, en las 
células granulares del DG, en las células del neuropilo que presumiblemente se corresponderían con células gliales 
(señaladas mediante flechas), en las dendritas apicales de las neuronas piramidales y en las colaterales de Schaffer 
(Sch). E: Detalle del marcaje nuclear y dendrítico de las neuronas piramidales del hipocampo y de las Sch. 
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Además, se detectaron algunas células que expresaban Ngn3 en el Stratum oriens, en el 

Stratum radiatum, en el Stratum lacunosum moleculare de la región CA1 y en la capa molecular 

del DG. Estas células presumiblemente se corresponden con células gliales (Fig. 4B, C). 

Para definir la distribución proteica en el cerebro adulto se realizó un análisis 

inmunohistoquímico usando el anticuerpo anti-Ngn3 F25A1B3 (Zahn y cols., 2004). Los 

resultados pusieron de manifiesto que la Ngn3 se encuentra en todas las regiones representativas 

cerebrales estudiadas y, en concordancia con los experimentos de hibridación in situ, su 

expresión también se localiza en la capa piramidal de las regiones CA1, CA2 y CA3, en la capa 

granular del DG, en las células del neuropilo de CA1 y en la capa molecular del DG (Fig. 4D, 

E). Examinando las secciones hipocampales a mayor aumento, se observó que la Ngn3 no sólo 

se expresaba en el núcleo neuronal como era de esperar ya que es un factor de transcripción, 

sino también en el citoplasma, incluyendo axón y dendritas (Fig. 4E). Las dendritas apicales de 

las neuronas piramidales se ven claramente inmunoreactivas para la Ngn3, al igual que sus 

contactos con las colaterales de Schaffer (Sch) procedentes de la región CA3. (Fig. 4D, E). 

1.1.2. Patrón de expresión de la Ngn3 durante el desarrollo del hipocampo de ratón 

Con el propósito de comprender mejor la localización de la Ngn3 en neuronas se analizó el 

patrón de expresión de dicha proteína en distintas etapas del crecimiento cerebral del ratón. Para 

ello se realizó un análisis inmunohistoquímico comparativo en las siguientes edades: 

embrionaria 17 (E17), postnatal 0 (P0), postnatal 10 (P10)  y adulto (Fig. 5). En E17 la Ngn3 se 

detectó exclusivamente en el citoplasma de las células que forman la eminencia hipocampal 

(Fig. 5A-D). En P0 la Ngn3 se localizó en el citoplasma de las neuronas piramidales (Fig. 5F) y 

de las células granulares del giro dentado y en los núcleos de algunas neuronas granulares (Fig. 

5G). En P10 la diferencia en la distribución de Ngn3 entre neuronas piramidales y granulares 

resultó más evidente (Fig. 5I-K).  
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Figura 5. Expresión de la Ngn3 durante el desarrollo del hipocampo. Las secciones se marcaron doblemente, la 
Ngn3 se muestra en verde (amplificada con tiramida) y el marcador nuclear DAPI en azul. A, E, I, M: Microscopía 
de fluorescencia frente a Ngn3 en el hipocampo de ratones E17 (A), P0 (E), P10 (I) y adultos (M). B, C, F, G, J, K, 
N, O: Microscopía confocal de la zona intermedia (B, ZI), de la capa piramidal (F, J, N), de la zona ventral (C, ZV) y 
del giro dentado (G,  K, O, DG) del hipocampo de ratón. Como se puede observar, el marcaje de Ngn3 es 
mayoritariamente citoplasmático en las neuronas piramidales de E17 (B), P0 (F) y P10 (J) mientras que en el adulto 
es nuclear (N). Sin embargo, desde P0 el marcaje de la Ngn3 en algunas neuronas granulares del DG es nuclear. La 
flecha en el panel G muestra las células ampliadas en las que el marcaje de la Ngn3 es nuclear (verde) o extranuclear 
(azul). Es más, en ratones P10 y adultos, el marcaje de la Ngn3 se puede observar en las dendritas apicales de las 
neuronas de la PL (J, N) y su intersección con las colaterales de Schaffer (Sch, N). D, H, L, P: Imágenes del giro 
dentado en las diferentes etapas del desarrollo del control de la inmunohistoquímica en el que el anticuerpo anti-Ngn3 
fue preincubado con su inmunógeno. Barra de escala en A 100 µm, aplicable a E, I y M; barra de escala en B 50 µm, 
aplicable al resto de los paneles. 
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En las neuronas granulares la localización fue nuclear mientras que en las neuronas 

piramidales la inmunoreactividad se detectó extranuclearmente, en el pericarion y en las 

dendritas apicales (Fig. 5J). En contraste, en la formación hipocampal adulta se observó en el 

núcleo de las neuronas piramidales y granulares (Fig. 5M-O). La Ngn3 se detectó asimismo en 

las dendritas apicales de las células piramidales y en las colaterales de Schaffer (Fig. 5N). En las 

pruebas realizadas con el anticuerpo primario preabsorbido con su correspondiente inmunógeno 

no se detectó señal alguna en ninguna de las etapas estudiadas (Fig. 5D, H, L y P). 

1.1.3. Expresión de ngn3 y HES1 durante el desarrollo del cerebro de ratón y de neuronas 

de hipocampo en cultivo 

Para evaluar el posible papel de la Ngn3 durante el desarrollo perinatal y la madurez, se 

analizaron los niveles de ARNm de ngn3 en el hipocampo de ratones E17, P0, P10 y adultos. 

Como se observa en la figura 6A, los niveles del ARNm de ngn3 disminuyeron al avanzar en el 

desarrollo del hipocampo. Asimismo, se analizó durante las mismas etapas del desarrollo la 

expresión de HES1, uno de los efectores primarios de la ruta de Notch (Fig. 6B), se hallaron 

resultados opuestos a los de ngn3 en las dos primeras etapas y tanto en P10 como en adulto la 

expresión de los dos genes es mínima. En cultivos, las neuronas de hipocampo muestran una 

transición a lo largo de una secuencia de cinco etapas morfológicas que se corresponden con los 

siguientes DIV: 0.25, 0.5, 1.5, 4 y 7. Se analizaron por tanto los niveles de los mensajeros de 

ngn3 y HES1 durante estas etapas utilizando la técnica de PCR cuantitativa. Estos resultados 

mostraron que la expresión del ARNm de la ngn3 aumentaba durante la polarización neuronal, 

alcanzando un máximo de expresión en el estadio 3 correspondiente a 1.5 DIV (Fig. 6C).  

Posteriormente la expresión de ngn3 disminuyó bruscamente. Sin embargo, el ARNm de 

HES1 decayó desde el estadio 1 de 0.25 DIV hasta el estadio 4 de 4 DIV (Fig. 6D). En conjunto 

los resultados sugieren que la ruta de señalización de Notch y por consiguiente la expresión de 

ngn3 está realzada durante la diferenciación neuronal y posteriormente se atenúa. 
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Figura 6. Niveles de expresión de ngn3 y HES1 durante las diferentes etapas del desarrollo del hipocampo y de 
las neuronas de hipocampo en cultivo. A, B: Se extrajo el ARN total del hipocampo, se sintetizó el ADNc y la 
expresión del ARNm de ngn3 (A) y de HES1 (B) fue analizada mediante la técnica de PCR cuantitativa a tiempo real. 
C, D: Se plaquearon neuronas de hipocampo de E17 a una densidad celular de 300 neuronas.mm-2. Se extrajo el ARN 
total a los tiempos en cultivos indicados y se determinaron los niveles del ARNm de ngn3 (C) y HES1 (D) por PCR 
cuantitativa a tiempo real. La expresión del gen constitutivo GAPDH se usó como control interno. Como se puede 
observar, los cambios de expresión de ngn3 son opuestos a los de HES1 durante la diferenciación morfológica de las 
neuronas y después ambas expresiones disminuyen. Las gráficas se representan como la media ± el error estándar de 
la expresión de ngn3 y HES1 como porcentaje respecto de la etapa 1. Los niveles de significación representados 
como * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 proceden de una n=5 y se analizaron mediante ANOVA seguida del test post-
hoc de Bonferroni. 
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1.1.4. La distribución subcelular de la Ngn3 depende del desarrollo neuronal 

Adicionalmente, se caracterizó la localización subcelular de la Ngn3 en las diferentes etapas 

de desarrollo de las neuronas del hipocampo en cultivo. El análisis inmunocitoquímico reveló 

cambios en la distribución de Ngn3 entre el núcleo de la célula y las neuritas durante su 

desarrollo. En la figura 7 (A-E) se muestran ejemplos de las neuronas expresando Ngn3 en las 

diferentes etapas de desarrollo del cultivo. 

 

Figura 7. Distribución subcelular de la Ngn3 durante el desarrollo de las neuronas de hipocampo. A-E: Se 
fijaron neuronas hipocampales de los distintos estadios y se analizaron inmunocitoquímicamente marcando Ngn3 
(rojo) y los núcleos con DAPI (azul). Los núcleos color magenta en A, D y E se atribuyen a una elevada 
concentración nuclear de la Ngn3 en esos estadios. F: Cuantificación de la localización subcelular neuronal de la 
Ngn3 en citoplasma y en núcleo. Se seleccionaron campos al azar mediante el marcaje con DAPI y se analizó la 
intensidad del marcaje nuclear de la Ngn3 mediante el programa Image J 1.37v. Se consideró expresión nuclear si la 
intensidad de la fluorescencia fue mayor que la citoplasmática. Se contabilizaron entre 50 y 112 células por estadio 
procedentes de tres experimentos independientes. Las gráficas se representan como la media ± el error estándar. Los 
cambios significativos se determinaron mediante ANOVA seguida del test post-hoc de Bonferroni, * p<0.05, 
**p<0.01. Barra de escala en A aplicable a B-E.   

 

 

F 
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La cuantificación de la intensidad de la inmunoreactividad para Ngn3 en el núcleo y en el 

citoplasma (Fig. 7F) mostró que la cantidad relativa de proteína en el citoplasma aumenta 

durante el proceso de polarización neuronal, alcanzando el nivel máximo en el estadio 2 (Fig. 

7B) que se corresponde con el inicio de la diferenciación axonal. Al avanzar en el desarrollo, la 

localización nuclear aumenta progresivamente y al finalizar el mismo, es casi exclusivamente 

nuclear (Fig. 7E). Este resultado está de acuerdo con el hecho experimental de que en el 

hipocampo adulto todas las neuronas presenten marcaje de la Ngn3 en el núcleo (Fig. 5N). 

1.2. RUTA INTRACELULAR DE LA NGN3 

1.2.1. Translocación de la Ngn3 del núcleo al citoplasma  

Tras observar que la localización subcelular de la Ngn3 mostraba cambios asociados a la 

iniciación de la polarización neuronal, el siguiente objetivo fue estudiar la ruta intracelular que 

sigue la Ngn3. Para ello analizamos el curso temporal de la translocación núcleo-citoplasma  de 

la Ngn3 en neuronas en cultivo infectadas con un virus que produce la sobreexpresión de la 

proteína myc-Ngn3 (Fig. 8A-F). La producción de la proteína fue confirmada por inmunoblot 

empleando un anticuerpo anti-myc y otro anti-Ngn3; con ambos anticuerpos se observó el 

mismo patrón de bandas demostrándose la especificidad de la detección (Fig. 8G). La movilidad 

de la proteína coincide con la esperada para la proteína recombinante. La presencia de múltiples 

bandas para la Ngn3 sobreexpresada se había descrito previamente (Wang y cols., 2009), y 

aunque sugiere la posibilidad de modificaciones postransduccionales de la Ngn3, ni las bases ni 

las implicaciones de estos hallazgos se conocen en la actualidad. 

La observación y cuantificación de las células fijadas a distintos tiempos postinfección 2, 5 y 

20 horas y marcadas con el anticuerpo anti-myc, mostró que el número total de neuronas 

transfectadas no se modifica entre las 2 y 20 horas post-infección, sin embargo, se incrementa el 

número de neuronas que expresan Ngn3, lo que indica que la sobreexpresión de la proteína no 

es nociva para estas células (Fig. 8H). 
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Figura 8. La localización de la Ngn3 en las neuronas de hipocampo depende de la maduración proteica. Las 
neuronas de hipocampo en cultivo se infectaron a los 5 DIV con el virus Sindbis que codifica la myc-Ngn3, tras 
diferentes tiempos post-transducción (2, 5 y 20 horas) se fijaron las células y se determinó la localización de la 
expresión mediante el marcaje con un anticuerpo anti-myc, seguido del análisis por microscopia confocal. A-C: 
Imágenes representativas de microscopía confocal de las neuronas transfectadas, marcaje con anti-myc y 
combinación de este marcaje con DAPI (D-F). G: Inmunoblot para myc-Ngn3 y Ngn3 en extractos de proteína total 
procedentes de cultivos paralelos. Se utilizó β -III-tubulina como control de carga interno. H: La gráfica representa el 
número total de neuronas, aquellas que expresan  la Ngn3 por campo de visión y una evaluación de la localización 
subcelular que puede ir desde la exclusiva localización nuclear hasta la citoplasmática. Barra de escala en F 25 µm, 
aplicable a A-E.   
 

A las dos horas tras la infección la myc-Ngn3 se localizó exclusivamente en el núcleo (Fig. 

8A, D), a las cinco horas la expresión de la Ngn3 fue nuclear y citoplasmática (Fig. 8B, E) y, 

finalmente, veinte horas después de la infección la Ngn3 se localizó mayoritariamente en el 
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citoplasma (Fig. 8C, F). Estos resultados sugieren que, tras su síntesis en el citoplasma, la Ngn3 

sufre una rápida translocación hacia el núcleo y más tarde se re-exporta progresivamente al 

citoplasma. 

1.2.2. La exportación nuclear de la Ngn3 depende de la exportina CRM1    

La mayoría de las proteínas que se transportan desde el núcleo poseen un tipo de señal de 

exportación nuclear (NES) rico en leucinas similar al descrito originalmente en la proteína Rev 

del HIV, que es reconocida específicamente por la exportina CRM1 (Fornerod y cols., 1997). 

Haciendo uso del programa de predicción de NES, NetNes (la Cour y cols., 2004), se 

identificaron dos posibles aminoácidos claves en la exportación nuclear de la Ngn3, lo que 

sugería que el exporte nuclear de la proteína es dependiente de CRM1. Para comprobar esta 

hipótesis, se analizó la localización subcelular de la Ngn3 en presencia de leptomicina B 

(LMB), potente inhibidor específico del receptor de la exportación nuclear CRM1 (Nishi y 

cols., 1994). 

 

Figura 9. La leptomicinaB induce una acumulación nuclear de  la Ngn3 y produce cambios en la morfología de 
las dendritas primarias en neuronas de hipocampo en cultivo. Se trataron neuronas de 2 DIV con leptomicinaB 
(LMB) 20nM durante los tiempos indicados y, posteriormente se realizó una inmunocitoquímica frente a la Ngn3. A, 
B: Micrografías representativas de neuronas control y tratadas con LBM durante 20 horas. C: Análisis de la cantidad 
relativa de Ngn3 en neuronas en cultivo tratadas (+LMB) o no (-LMB) con LMB. Se analizaron entre 50 y 70 células 
por cada tiempo. En las gráficas se observa un claro descenso del número, ramificaciones y longitud de las dendritas 
primarias en las neuronas tratadas, así como la acumulación nuclear de Ngn3 dependiente del tiempo de tratamiento 
con LMB. Las gráficas se representan como la media ± el error estándar del número de dendritas primarias (las que 
parten del soma), de las ramificaciones y de la longitud dendrítica de entre 70 y 90 neuronas de tres experimentos 
independientes. Los cambios significativos se determinaron mediante ANOVA seguida del test post-hoc de 
Bonferroni, ***p<0.001. 
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Cuando se trataron las neuronas de 2 DIV con LMB, se observaron cambios en la 

distribución intracelular de la Ngn3, que se acumulaba progresivamente en el núcleo, y 20 horas 

después del tratamiento la mayoría de las células presentaban el núcleo ocupado por la Ngn3 

(Fig. 9). Estos resultados sugieren que la ruta principal de exportación nuclear utilizada por la 

Ngn3 es dependiente de CRM1. 

1.2.3. La inhibición de CRM1 por la LMB produce alteraciones en el desarrollo de las 

neuronas hipocampales  

Para determinar si el transporte entre núcleo y citoplasma vía CRM1 interviene en la 

maduración neuronal, se realizó un análisis microscópico a nivel dendrítico en cultivos de 3 

DIV. Las imágenes mostradas en la figura 9 son ejemplos representativos del marcaje con el 

anticuerpo anti-Ngn3. El análisis cualitativo sugiere que las neuronas tratadas con LMB 

sufrieron una reducción de su arborización dendrítica (Fig. 9B). Esta observación cualitativa se 

confirmó mediante análisis cuantitativos del número de dendritas primarias, de sus 

ramificaciones y de su longitud, realizados a partir de imágenes ampliadas de neuronas aisladas 

de al menos tres cultivos independientes. Los resultados de este último análisis (Fig. 9C) 

revelaron que la inhibición de la exportación nuclear vía CRM1 está asociada a la disminución 

del número, ramificaciones y longitud dendríticas. 

1.3. CARACTERIZACIÓN DE LA SECUENCIA DE EXPORTACIÓN NUCLEAR DE 

LA NGN3 

1.3.1. Mutaciones puntuales sobre la Ile11 y la Leu125 no afectan a la exportación de la 

Ngn3 

Con el objetivo de definir la señal de exportación nuclear de la Ngn3 reconocida por CRM1, 

se realizaron en un primer abordaje dos mutaciones puntuales en los aminoácidos esenciales 

para la exportación nuclear predichos por el programa NetNES, la isoleucina 11 (I11) y la 

leucina 125 (L125). Ambos fueron sustituidos por alaninas mediante la técnica de PCR usando 

cebadores diseñados específicamente y el plásmido pCS2-myc-Ngn3 como molde. El producto 
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de la PCR se transformó en células competentes de E. coli DH5α para su amplificación, se  

purificó y las mutaciones I11A y L125A se confirmaron por secuenciación.  

 

Figura 10. Mutaciones puntuales sobre la I11A y la L125A no afectan al exporte nuclear de la Ngn3. Se 
transfectaron cultivos de neuronas de hipocampo con plásmidos control (A), que sobreexpresaban la Ngn3 silvestre 
(B) o la Ngn3 mutante (C, D) y se evaluó si las mutaciones I11A (C) o L125A (D) modificaban la localización 
subcelular de la Ngn3. Las células transfectadas se marcaron mediante inmunocitoquímica usando un anticuerpo anti-
myc para detectar únicamente la proteína exógena. Ninguna de las mutaciones se asoció con cambios en la 
localización subcelular. Barra de escala aplicable en B-D. 

 

Estas nuevas construcciones se transfectaron en cultivos de neuronas del hipocampo y se 

evaluó si la Ngn3 mutante modificaba su localización subcelular (Fig. 10). Para ello se 

marcaron mediante inmunocitoquímica las células transfectadas usando un anticuerpo anti-myc 

de forma que se pudiese distinguir la proteína exógena mutante de la endógena silvestre. Los 

resultados mostraron que ninguna de las mutaciones produjo diferencias en la localización 

subcelular de las Ngn3 mutantes en comparación con la silvestre, por lo que se concluyó que ni 

la I11 ni la L125 son esenciales para la exportación nuclear.  

1.3.2. Clonación de las secuencias de exportación nuclear de la Ngn3  

Dado que la mutación de los dos aminoácidos predichos como claves para la exportación 

nuclear de la Ngn3 no tuvo ningún efecto sobre el transporte de la proteína, se abordó una 

estrategia diferente consistente en identificar el fragmento o fragmentos completos de la 

proteína que se unen al receptor CRM1. En concordancia con la definición de las NES mediadas 

por el receptor CRM1, secuencias de 11 aminoácidos ricas en leucinas, y teniendo en cuenta las 

predicciones del programa NetNES, se realizó un profundo estudio de la secuencia de la Ngn3 

con el fin de identificar las posibles NES. Se identificaron dos regiones en la secuencia que se 
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ajustaban al consenso y que se correspondían con los fragmentos 5-14 y 131-142 de la 

secuencia de Ngn3 (Fig. 11). 

 

Figura 11. Secuencia consenso de exportación nuclear mediada por CRM1 y conservación evolutiva de las 
NES presentes en la Ngn3. X representa a cualquier aminoácido y Ø a residuos hidrofóbicos grandes como valina 
(V), leucina (L) o isoleucina (I),  críticos para la exportación nuclear. 

 

Ambos fragmentos fueron clonados en el vector pEGFP-C1 y se transfectaron en neuronas 

de hipocampo de 2 DIV con el plásmido que sobreexpresa EGFP como control, o con aquellos 

que sobreexpresan EGFP-NES1 o EGFP-NES2 (Fig. 12 A-F). Al cabo de 16 horas de expresión 

los cultivos fueron tratados con LMB 10 nM durante 3 horas (Han y cols., 2008) y se realizó un 

inmunomarcaje frente a EGFP. Se analizó la intensidad relativa de fluorescencia en el núcleo 

respecto a la citoplasmática, observándose que mientras en las neuronas transfectadas con 

pEGFP-C1 la fluorescencia se distribuye por igual en núcleo y citoplasma independientemente 

del tratamiento con LMB, en las neuronas transfectadas con pEGFP-NES1 la intensidad de 

fluorescencia en el núcleo se incrementaba tras el tratamiento con LMB y en las transfectadas 

con pEGFP-NES2 en ausencia de LMB se acumula mayoritariamente en el citoplasma, 

experimentando un desplazamiento hacia el núcleo en presencia del tratamiento con LMB (Fig. 

12G), lo que indicaría que la señal de exportación nuclear activa en la Ngn3 es la NES2, 

constituida por los residuos 131-142 
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Figura 12. La L135 es el aminoácido clave para la exportación nuclear. Se transfectaron cultivos de neuronas de 
hipocampo a 2 DIV con plásmidos control EGFP (A, B) o plásmidos con las construcciones EGFP-NES1/2 (C-F) o 
EGFP-NES2 mutantes (H, I), se permitió la expresión durante 16 horas y se trataron 3 horas con LMB 10 nM. 
Finalmente se analizó la intensidad relativa de fluorescencia en el núcleo respecto a la citoplasmática mediante 
inmunocitoquímica frente a GFP. En ausencia de LMB (E) la NES2 se acumuló mayoritariamente en el citoplasma 
cambiando su localización a nuclear en presencia del tratamiento con LMB (F), lo que indicaría que la señal de 
exportación nuclear activa en la neurogenina3 es la NES2 (G). En el caso de las mutaciones sobre la NES2, la única 
que consiguió modificar la distribución subcelular de la EGFP-NES2 es la correspondiente a la L135 (H), en el resto 
de las mutaciones realizadas la localización de la proteína de fusión EGFP-NES2 continuó siendo citoplasmática (J). 
Barra de escala en A aplicable a B-F, en H 10 µm aplicable a I. Los cambios significativos se determinaron mediante 
ANOVA seguida del test post-hoc de Bonferroni, **p<0.01, ***p<0.001. 
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1.3.3. La leucina 135 es el aminoácido clave para la exportación nuclear de EGFP-NES2  

A fin de identificar el aminoácido clave para la exportación nuclear de la Ngn3 se realizaron 

mutaciones puntuales, de sustitución, en la proteína de fusión EGFP-NES2 sobre las leucinas e 

isoleucinas, teóricamente fundamentales para el reconocimiento de la NES2 por el CRM-1. Una 

vez clonadas las secuencias con las correspondientes mutaciones se transfectaron en neuronas 

de hipocampo a 2 DIV con el plásmido que sobreexpresaba EGFP y EGFP-NES2 como 

controles, o con aquellos que sobreexpresaban los correspondientes mutantes de EGFP-NES2 

(Fig. 12H, I). Se permitió la expresión durante 16 horas, transcurridas las cuales, las neuronas se 

trataron con LMB 10 nM durante 3 horas y finalmente se procedió al inmunomarcaje frente a 

EGFP. Tras la adquisición de imágenes de fluorescencia se llevó a cabo el análisis de la 

intensidad relativa de fluorescencia en el núcleo respecto al citoplasma. Como se puede 

observar en la figura 12J, la única mutación que consiguió modificar la distribución subcelular 

de la EGFP-NES2 fue la que se realizó sobre la leucina 135 de la secuencia de la Ngn3 o la 

leucina 1 de la NES2, sin que se observara ningún efecto del resto de mutantes sobre la 

localización de la proteína de fusión EGFP-NES2, en los que continuó siendo citoplasmática. 

1.3.4. Efectos de la mutación L135A de Ngn3 en la morfología neuronal 

Para corroborar la identificación del aminoácido clave para la exportación nuclear se 

sustituyó la leucina 135 por una alanina (variante L135A) en la secuencia completa de la Ngn3 

utilizando como molde el plásmido pCS2-myc-Ngn3. El plásmido con el mutante de la Ngn3 

fue transfectado en cultivos de neuronas de hipocampo de 3 DIV y 4 DIV (Fig. 13 A-I) y se 

procedió al análisis inmunocitoquímico de la localización subcelular de la proteína, 

observándose que la localización nuclear de la Ngn3 mutante era mayor que la Ngn3 silvestre. 

Asimismo, la expresión de la Ngn3-L135A indujo en las neuronas cambios morfológicos muy 

significativos en el número de dendritas primarias y en el número de sinapsis totales, siendo 

éstos notablemente inferiores a los presentes en la neuronas que sobreexpresaban la Ngn3 

silvestre aunque mayores que los del control (Fig. 13 J-L). 
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Figura 13. La mutación puntual en la L135A de Ngn3 afecta a la morfología de las neuronas de hipocampo. Se 
transfectaron en cultivos de neuronas de hipocampo plásmidos control que sobreexpresaban myc (A-C), o plásmidos 
que sobreexpresaban la myc-Ngn3 silvestre (D-F) o la variante myc-Ngn3-L135A (G-I) y se evaluó, mediante 
inmunocitoquímica frente a myc, si dicha mutación modificaba el exporte núcleo-citoplasma. Se observó que la 
localización nuclear de la Ngn3 mutante fue superior que en la Ngn3 silvestre (J) lo que llevó asociados cambios 
morfológicos que afectaron al número de dendritas primarias (K) y sinapsis (L) siendo éstos notablemente inferiores 
a los presentes en las neuronas que sobreexpresaban la Ngn3 silvestre aunque mayores que los del control. Barra de 
escala en A aplicable a B-I. Los cambios significativos se determinaron mediante ANOVA seguida del test post-hoc 
de Bonferroni, ***p<0.001 respecto de las neuronas control, ###p<0.001 respecto de las neuronas que sobreexpresan 
Ngn3. 
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1.4. FUNCIÓN CITOPLASMÁTICA DE LA NGN3 

1.4.1. La Ngn3 colocaliza con los MTs pero no con los filamentos de actina en las neuronas 

del hipocampo 

La secuencia primaria de la Ngn3 se analizó con el programa PSORTII, alojado en el 

servidor del NCBI. obteniéndose una predicción moderada de localización citoesquelética. Este 

dato, junto con la demostración experimental de su localización e impacto sobre las dendritas, 

nos llevó a analizar si la Ngn3 se asocia con componentes del citoesqueleto. Mediante 

inmunocitoquímica se halló que la Ngn3 colocaliza con los MTs (Fig. 14 A) pero no con los 

filamentos de actina (Fig. 14 D), que se encuentran en mayor cantidad en los conos de 

crecimiento neuronales. La perturbación farmacológica del citoesqueleto de los conos de 

crecimiento producida por el tratamiento con citocalasina D, que despolimeriza los filamentos 

de actina y permite el avance de los MTs a la periferia del cono de crecimiento, indujo una 

fuerte focalización de la Ngn3 a lo largo de las dendritas y de sus extremos (Fig. 14B, C). Sin 

embargo, tras el tratamiento con nocodazol, que despolmeriza los MTs, no se detectó asociación 

alguna entre la Ngn3 y los filamentos de actina (Fig. 14E, F). Para confirmar la asociación entre 

la Ngn3 y los MTs, se trataron los cultivos neuronales con taxol, que estabiliza los MTs 

polimerizados, y la presencia de la Ngn3 se determinó en la fracción soluble e insoluble de los 

lisados celulares. El tratamiento provocó un aumento de la concentración de la Ngn3 en la 

fracción insoluble, lo que indica que la Ngn3 se asocia a los MTs (Fig. 14G, panel superior). 

Para correlacionar la localización de la Ngn3 con el grado de polimerización de la tubulina, las 

muestras se analizaron utilizando un anticuerpo anti-β-III-tubulina. Los resultados mostraron 

que en condiciones control la β-III-tubulina se distribuye por igual en la fracción soluble e 

insoluble, mientras que en las muestras tratadas con taxol la fracción insoluble está enriquecida 

en β-III-tubulina (Fig. 14G, panel inferior). En ambas condiciones la Ngn3 fue detectada sólo en 

la fracción insoluble. Resultados similares se obtuvieron analizando la distribución de ambas 

proteínas en la fracción soluble e insoluble de  homogeneizados de cerebros completos tratados 

y no tratados con taxol (Fig. 14H). 
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Figura 14. La disrupción farmacológica del citoesqueleto indica que la Ngn3 se asocia a la tubulina y a los 
MTs. (A-F) Se trataron neuronas de 3 DIV con: DMSO (control), nocodazol 17 µM o citocalasina D 4 µM durante 
20 minutos. Tras el tratamiento se realizó la inmunocitoquímica frente a la Ngn3 (rojo) y tubulina (verde), los 
filamentos de actina se marcaron con faloidina (verde). (A, D) Controles, (B) Neurona tratada con citocalasina D y 
(E) tratada con nocodazol. Barra de escala 25 µm. (C, F) Detalle de los conos de crecimiento de neuronas tratadas 
con citocalasina D (C) y nocodazol (F). Barra de escala 10 µm. Se observó asociación de la Ngn3 con los MTs en las 
neuronas tratadas con citocalasina D. Tras el tratamiento con nocodazol no se observó asociación alguna entre los 
filamentos de actina y la Ngn3. (G) Se trataron neuronas en cultivo con taxol 20 µM durante 40 minutos, se lisaron y 
centrifugaron. Las proteínas presentes en el sedimento, que contiene los MTs y las proteínas asociadas (P) y el 
sobrenadante (S) se analizaron por inmunoblot. La Ngn3 se encuentra sólo en la fracción insoluble y su concentración 
aumenta al hacerlo la tubulina polimerizada. (H) Los cerebros de embriones de ratón homogeneizados se 
centrifugaron a alta velocidad y se resuspendieron para tratarlos o no con taxol y analizar por inmunoblot la fracción 
soluble (S) y la insoluble (P). (I) La interacción Ngn3-Tubulina soluble se analizó por inmunoprecipitación (IP) de 
los sobrenadantes (S) con un anticuerpo anti-β-III-tubulina (o IgG en el caso del control) y el inmunoprecipitado se 
analizó por inmunoblot con el anticuerpo anti-Ngn3. Las gráficas se representan como la media ± el error estándar de 
la cuantificación densitométrica de tres experimentos independientes. Los cambios significativos se determinaron 
mediante t-test, * p<0.05, **p<0.01. 
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En ambos casos la Ngn3 fue detectada en los precipitados y estuvo ausente en los 

sobrenadantes, lo que se debió a que la concentración de la proteína en los sobrenadantes se 

encontraba por debajo del límite de detección. La interacción entre la tubulina soluble y la Ngn3 

se observó mediante un ensayo de inmunoprecipitación con el anticuerpo anti-β-III-tubulina a 

partir de los sobrenadantes de alta velocidad, tras el cual se realizó un inmunoblot de los 

inmunoprecipitados con el anticuerpo anti-Ngn3. (Fig. 14I). Las gráficas de la figura 14 

representan la cantidad relativa de la Ngn3 y la distribución de la  -tubulina en las fracciones 

solubles e insolubles bajo las dos condiciones experimentales estudiadas. Todas estas 

observaciones sugieren que la Ngn3 endógena se asocia a los MTs. 

1.4.2. La Ngn3 protege a los MTs de la despolimerización 

Con el fin de indagar en la función de la Ngn3 en su asociación con el citoesqueleto, y más 

concretamente con los MTs, nos propusimos analizar los posibles efectos de la sobreexpresión 

de la Ngn3 en neuronas de 3 DIV y posteriormente tratadas con nocodazol.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 15. La Ngn3 protege de la despolimerización provocada por el nocodazol. Se transfectaron neuronas de 
hipocampo de 3 DIV con plásmidos control que sobreexpresaban myc (A, B) o plásmidos que sobreexpresaban myc-
ngn3 (C, D) y posteriormente se trataron con nocodazol (NZ, B y D). En las neuronas que sobreexpresaban el 
plásmido control y en ausencia del nocodazol se observó un 20% de dendritas fragmentadas (A). En las neuronas que 
sobreexpresaban ngn3 y en ausencia de nocodazol (C) este porcentaje se redujo a la mitad. Entre las neuronas control 
tratadas con nocodazol (B) y las neuronas que sobreexpresaban ngn3 tratadas con nocodazol (D) las diferencias 
fueron muy significativas. Barra de escala en A 10 µm aplicable a B-D. Los cambios significativos se determinaron 
mediante ANOVA seguida del test post-hoc de Bonferroni, * p<0.05, ***p<0.001 respecto de neuronas control, # 
p<0.05, ###p<0.001 respecto de neuronas que sobreexpresan ngn3. 
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La despolimerización de los microtúbulos se cuantificó mediante un análisis de la 

fragmentación de las dendritas primarias frente al número total de dendritas primarias. En las 

neuronas que sobreexpresaban el plásmido control y en ausencia del nocodazol había un 20% de 

dendritas fragmentadas (Fig. 15A), mientras que en las neuronas que sobreexpresaban ngn3 y en 

ausencia de nocodazol (Fig. 15C) el porcentaje se redujo a la mitad. Entre las neuronas control 

tratadas con nocodazol (Fig. 15B) y las neuronas que sobreexpresaban ngn3 tratadas con 

nocodazol (Fig. 15D) las diferencias fueron aun más llamativas, tal y como se observa en la 

figura 15E.  

 

2. ESTUDIO DE LOS GENES CONTROLADOS POR LA NGN3 

2.1. ANÁLISIS DE MICROARRAYS  

 La Ngn3 localizada en el núcleo, actúa como un factor de transcripción que puede activar o 

reprimir genes relacionados con la diferenciación de las neuronas. Para investigar este aspecto 

funcional, se construyó un vector viral, que expresaba ngn3 con una alta tasa de infección en 

neuronas en cultivo para realizar estudios de transcriptómica. Con el ARN total extraído de 

dichas neuronas y el de un cultivo paralelo infectado con el mismo virus expresando la proteína 

verde fluorescente (GFP) como control, se realizó un estudio comparado de la expresión génica 

utilizando microarrays de ADN. Asumiendo una tasa de falsos positivos del 5%, los resultados 

mostraron que la expresión de 324 genes estaba significativamente alterada, siendo 86 de ellos 

activados y 138 reprimidos.  

Posteriormente, los genes regulados por la Ngn3 se organizaron según las funciones que 

éstos realizan, para comprender mejor el perfil regulatorio de la Ngn3. La caracterización 

funcional de los datos se representa en la figura 16 que muestra las diez principales rutas de 

señalización que regula la Ngn3.  
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2.2. CARACTERIZACIÓN DE LA RUTA DE SEÑALIZACIÓN NGN3-FMN1 

2.2.1. La Ngn3 regula la expresión génica de formina1 

Tras el análisis de los microarrays se observó que uno de los genes controlados por el factor 

de transcripción Ngn3 es fmn1, que pertenece al grupo de genes asociados con la organización y 

ensamblaje celular (Fig. 16). 

 
Figura 16. Principales rutas de señalización reguladas por Ngn3. Para el análisis funcional de los genes se calculó 
mediante el test de Fischer el valor p (representado por barras) que determina la probabilidad de que la función 
biológica asignada sea debida  a la casualidad. 

 

La proteína Fmn1 interviene en la nucleación y polimerización de los filamentos de actina, 

funciones directamente asociadas a la dendritogénesis, por lo que se seleccionó el gen fmn1 de 

entre todos los posibles genes regulados por la Ngn3. No obstante, la función de la Fmn1 en el 

sistema nervioso aun no está completamente esclarecida. La expresión diferencial de fmn1 

detectada en el microarray se confirmó mediante la técnica de PCR cuantitativa a tiempo real o 

inmunoblot en el caso del nivel proteico de Fmn1. Para ello se transdujeron neuronas de 

hipocampo en cultivo con virus Sindbis que expresaban ngn3 o GFP y se analizaron los niveles 

de expresión de ARNm y proteína en extractos de ambas muestras. Mediante la técnica de PCR 

cuantitativa se verificó que los virus que expresaban ngn3 produjeron un aumento muy 

significativo en los niveles de expresión del ARNm de ngn3 (Fig. 17A). Además indujeron un 

aumento en la expresión del ARNm de fmn1 y en la cantidad de la proteína Fmn1 (Fig. 17B, C). 
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Inversamente, el bloqueo del gen ngn3 mediante oligonucleótidos interferentes siARNs condujo 

a una reducción significativa de los niveles del ARNm de fmn1 y de la proteína formina1 (Fig. 

17D, E). 

Figura 17. Expresión diferencial del ARNm y proteína codificados por  fmn1 en neuronas que sobreexpresan  
GFP o ngn3. Se infectaron neuronas de hipocampo de 5 DIV con virus Sindbis que expresaban Ngn3 o GFP y se 
analizaron los niveles de expresión de los ARNm de ngn3 y fmn1 en extractos de ambos cultivos. (A, B) Expresión 
genética relativa de ngn3 y fmn1 determinada por la técnica de PCR cuantitativa a tiempo real. (C) Los niveles de la 
proteína Fmn1 tras la sobreexpresión de ngn3 se determinaron por inmunoblot, empleando como control de carga se 
utilizó la β -III-tubulina. (D) De forma paralela se nucleofectaron mediante el electroporador Amaxa en neuronas de 
hipocampo en cultivo siARNs dirigidos frente al gen ngn3 o sus correspondientes controles negativos (CN) y 
posteriormente se evaluó la expresión del ARNm de fmn1. (E) Los niveles de la proteína Fmn1 tras la bajada de ngn3 
se determinaron por inmunoblot, empleando como control de carga se utilizó la β-III-tubulina. Las gráficas se 
representan como la media ± el error estándar de tres experimentos independientes. Los cambios significativos se 
determinaron mediante el test t de Student; * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. 

 

2.2.2. La sobreexpresión de fmn1 cambia la morfología dendrítica de las neuronas del 

hipocampo 

En estudios previos se había observado que la sobreexpresión de ngn3 estimula el desarrollo 

de nuevas dendritas en neuronas de hipocampo en cultivo (Salama-Cohen y cols., 2006).  
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Además, la adición de NGF a los cultivos inhibe la expresión del ARNm de ngn3 y 

consecuentemente las neuronas desarrollan menos dendritas primarias y secundarias. Puesto que 

la sobreexpresión de ngn3 eleva la expresión de fmn1, se decidió analizar los posibles efectos de 

la Fmn1 sobre el desarrollo de las neuronas de hipocampo. Con este propósito, se transfectaron 

neuronas de hipocampo en cultivo con los vectores que expresaban EGFP-fmn1-Ib o EGFP 

(Fig. 18A-D). Como era de esperar la proteína de fusión EGFP-Fmn1 no presentó localización 

nuclear. Sin embargo se observó una clara estimulación de la iniciación dendrítica, puesto que 

tras 16 horas de expresión proteica el número de dendritas primarias fue un 50% mayor en las 

células que expresaban EGFP-fmn1 respecto del control que expresaba EGFP (Fig. 18E). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 18. Efectos de la sobreexpresión de fmn1-Ib en la morfología y sinaptogénesis de neuronas de 
hipocampo en cultivo. Se transfectaron neuronas de 3 DIV con plásmidos que expresaban EGFP (A, C) o EGFP-
fmn1-Ib (B, D) y se analizaron los cambios en las sinapsis y en la morfología neuronal mediante marcaje 
inmunocitoquímico frente a GFP, VGlut1 o VGAT. (A-D) Imágenes representativas de las inmunofluorescencias, en 
verde (GFP) se marcaron las neuronas transfectadas y sus contactos sinápticos se marcaron en rojo (VGlut1 o 
VGAT). Barra de escala de 25 µm. Los paneles inferiores detallan la zona seleccionada. (E) Representación del 
número de dendritas primarias. El recuento de las terminales VGlut1 positivas (F) y VGAT positivas (G) de las 
neuronas de las imágenes se realizó dentro de una región circular de 50 µm de diámetro centrada en el soma 
neuronal. (H) Relación de excitación/inhibición (E/I) del número de terminales sinápticos. Las gráficas se representan 
como la media ± el error estándar de 60-75 neuronas por condición de cultivo y de tres experimentos independientes. 
Los cambios significativos se determinaron mediante el test t de Student; ** p<0.01, *** p<0.001. 
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2.2.3. La sobreexpresión de fmn1 aumenta el número de sinapsis glutamatérgicas sin 

modificar el número de terminales inhibitorios 

Puesto que la sobreexpresión de ngn3 modificaba tanto el número de dendritas primarias 

como el número de sinapsis y además aumentaba la expresión de fmn1 y la sobreexpresión de 

ésta modificaba el número de dendritas primarias, nos propusimos estudiar si la sobreexpresión 

de fmn1 afectaba también a las conexiones sinápticas presentes en dichas neuronas. El estudio 

se realizó mediante inmunomarcaje específico de los transportadores de las vesículas de los 

terminales glutamatérgicos (VGLUT1) o GABAérgicos (VGAT) en neuronas que 

sobreexpresaban EGFP o EGFP-fmn1. Para que el número de sinapsis no se viera afectado por 

cambios en la densidad del cultivo, todos los experimentos se realizaron con una densidad 

celular que permitía a las neuronas tener una red sináptica apropiada y equivalente en todos los 

casos (Fig. 18A-D). Las neuronas respondieron a la sobre-expresión de EGFP-fmn1 con un 

aumento significativo del número de los terminales sinápticos glutamatérgicos (Fig. 18F),  

mientras que los GABAérgicos (Fig. 18G) no se vieron afectados. Esto supone un incremento 

en la razón excitación/inhibición de estas neuronas y por tanto un aumento en su actividad 

neuronal (Fig. 18H). 

 

2.2.4. La Fmn1 media los efectos de la Ngn3 sobre la morfología y aporte sináptico en 

neuronas de hipocampo en cultivo  

Los datos anteriores nos sugerían que los cambios observados en las neuronas que 

sobreexpresan ngn3 podrían ser atribuidos, al menos en parte, a cambios en la expresión de 

fmn1. Para confirmar esta hipótesis modificamos la expresión de la formina1 mediante el uso de 

siARNs y analizamos la morfología y aporte sináptico de las neuronas transfectadas con los 

siARNs del gen fmn1. Se utilizaron tres siARNs  dirigidos hacia distintas secuencias del gen de 

la formina1 para determinar su capacidad de disminuir la expresión génica. Dos de los tres 

siARNs (siARN2 y siARN3) fueron capaces de disminuir significativa y específicamente la 

expresión del ARNm del fmn1 (Fig. 19A), y la cantidad de la proteína Fmn1 (Fig. 19B). 
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Figura 19. Efectos de los siARNs en los niveles de expresión de los ARNm de fmn1-Ib y de β-Actina. Se 
nucleofectaron células disociadas de hipocampos de ratón de E17 con siARNs dirigidos contra el gen fmn1 (siARN1, 
siRNA2 and siARN3) y un siARN sin diana como control negativo (CN) de la interferencia. (A) Expresión del 
ARNm de fmn1 en las diferentes condiciones experimentales. Los Fmn1-siARN2 y Fmn1-siARN3 disminuyeron la 
expresión del gen diana, al contrario que el Fmn1-siARN1. (B)  Representación de los niveles de las proteínas 
formina1 y β-actina después de la interferencia del gen fmn1 analizadas mediante inmunoblot, empleando como 
control de carga se utilizó la GAPDH. En las gráficas se representa la cuantificación densitométrica como la media ± 
el error estándar de tres experimentos independientes. Los cambios significativos se determinaron mediante el test t 
de Student; * p<0.05, *** p<0.001. 
 

Seguidamente los cultivos fueron cotransfectados con los siARNs y plásmidos que 

expresaban EGFP (Fig. 20A-C) o EGFP y ngn3 (Fig. 20E-F) y se realizó un análisis 

morfológico y sináptico de dichos cultivos neuronales. La evaluación morfológica reveló que la 

adición a 1DIV de los interferentes específicos de fmn1 a neuronas que expresaban únicamente 

EGFP indujo un descenso en el número de neuritas en neuronas de 2 DIV (Fig. 20G). Para 

analizar el aporte sináptico la transfección de los siARNs se realizó a 3 DIV y las evaluaciones 

morfológicas y sinápticas se realizaron a 4 DIV (Fig. 20A-F). Bajo estas condiciones la 

sobreexpresión de ngn3 provocó un aumento en el número de dendritas primarias  (Fig. 20G) y 

de las sinapsis glutamatérgicas. (Fig. 20H). La adición de los interferentes siARN2 y siARN3 en 

las neuronas que sobreexpresaban sólo EGFP no produjo cambios en los parámetros analizados, 

mientra que la adición de dichos interferentes a neuronas que sobreexpresaban EGFP y ngn3 

contrarrestó los efectos inducidos por la sobreexpresión de ngn3, lo que indicaría que la Fmn1 

media la función que la Ngn3 tiene en el desarrollo de las neuronas de hipocampo. 
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Figura 20. Efectos de los Fmn1-siARNs en neuronas que sobrexpresan ngn3. Se transfectaron neuronas de 
hipocampo a 1 ó 3 DIV con la construcción pEGFP-C2 (control), con la construcción pEGFP-C2 y pCS2-6xmyc-
ngn3 (Ngn3) o uno de los fmn1-siARNs (siARN) o con la construcción pEGFP-C2, pCS2-6xmyc-Ngn3 y uno de los 
fmn1-siARNs (siRNA-Ngn3). Tras 16 horas de expresión se fijaron las neuronas para el análisis de la morfología 
neurítica, dendrítica y la determinación de las sinapsis glutamatérgicas (VGluT1). (A-F) Imágenes representativas de 
las inmunofluorescencias. En verde (GFP) se marcaron las neuronas transfectadas y en rojo las terminales 
glutamatérgicas (VGlut1). Barra de escala de 25 µm. (G) Representación del número de neuritas primarias a 2 DIV y 
del número de dendritas primarias a 4 DIV. (H) El recuento de las terminales VGlut1 positivas se realizó dentro de 
una región circular de 50 µm de diámetro centrada en el soma neuronal. Las gráficas se representan como la media ± 
el error estándar de tres experimentos independientes. Los cambios significativos se determinaron mediante la 
ANOVA seguida del test de Bonferroni; *** p<0.001 respecto de las neuronas que sobreexpresaban ngn3; ### 
p<0.001 respecto de las neuronas control. 



 

82 
 

RESULTADOS 

2.3. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE FORMINA 1 EN EL DESARROLLO DEL 

HIPOCAMPO DE RATÓN 

Debido a las diferencias observadas en los resultados de los ensayos con los siARNs de fmn1 

a 2 y 4 DIV, se decidió estudiar mediante la técnica de PCR cuantitativa si dichas diferencias en 

la sensibilidad a los interferentes se debían a posibles cambios en la expresión de fmn1 durante 

el desarrollo del hipocampo de ratón. Para ello se analizó la expresión de fmn1 tanto in vitro 

como in vivo. En el estudio in vitro (Fig. 21A) se analizó la expresión de fmn1 a partir del 

ARNm purificado de las neuronas de hipocampo en cultivo en los diferentes estadios del 

desarrollo, en este caso la expresión es máxima a 0.25 DIV y a partir de este punto, la expresión 

decae drásticamente hasta 0.5 DIV, donde se mantiene constante hasta que las neuronas 

alcanzan la madurez a los 7 DIV. Entre el estadio de 0.5 DIV y 1.5 DIV hay una ligera 

disminución en la expresión de fmn1 y entre el estadio de 4 DIV y 7 DIV hay un leve aumento 

de la expresión de fmn1, sin embargo, ambos cambios de expresión no son lo suficientemente 

significativos.  

 

 

Figura 21. Niveles de expresión del ARNm de fmn1 durante las diferentes etapas del desarrollo del hipocampo 
y de las neuronas de hipocampo en cultivo. (A) Se extrajo el ARN total del hipocampo, se sintetizó el ADNc y la 
expresión del ARNm de fmn1 fue analizada mediante PCR cuantitativa a tiempo real. Se observó que la expresión de 
fmn1 era máxima a 0.25 DIV, y posteriormente la expresión decaía drásticamente hasta 0.5 DIV, a partir de donde se 
mantiene constante hasta el final del desarrollo. (B) Se plaquearon neuronas de hipocampo de E17 a una densidad 
celular de 300 neuronas.mm-2. Se extrajo el ARN total a los tiempos de cultivo indicados y se determinaron los 
niveles del ARNm de fmn1 por la técnica de PCR cuantitativa a tiempo real. In vivo la expresión de fmn1 aumentó 
según se avanzaba en el desarrollo, alcanzándose el máximo en el adulto. La expresión del gen constitutivo GAPDH 
se usó como control interno. Las gráficas se representan como la media ± el error estándar de la expresión de fmn1 
como porcentaje de la etapa 1 en cada caso. Los niveles de significación representados como ***p<0.001 proceden 
de una n=4 y se analizaron mediante ANOVA seguida del test post-hoc de Bonferroni. 
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En el estudio in vivo (Fig. 21B) el ARNm se extrajo a partir de los encéfalos de ratones de 

distintas etapas del desarrollo: E17, P0, P10, y adulto, y se observó que la expresión de fmn1 

aumentó según se avanza en el desarrollo siendo máxima en el adulto. Los niveles de expresión 

hallados en las neuronas en cultivo y en el estadio embrionario son equivalentes.  

 

3. RELACIÓN ENTRE UCP2 Y NGN3 Y SU IMPORTANCIA DURANTE EL 

DESARROLLO DEL HIPOCAMPO 

3.1. EFECTOS DE LA CARENCIA DE UCP2 EN LA EXPRESIÓN DE NGN3 EN EL 

DESARROLLO DEL HIPOCAMPO 

Para evaluar la posible relación entre UCP2 y Ngn3 durante el desarrollo del hipocampo de 

ratón se analizaron mediante PCR cuantitativa los niveles de expresión del ARNm de ngn3 y de 

UCP2 en distintas etapas del crecimiento de ratones que iban desde E17 hasta la edad adulta, 

pasando por P0 y P10.  

 

 

Figura 22. Cambios en los niveles de expresión de los ARNm de UCP2 durante el desarrollo del hipocampo de 
ratón y de ngn3 durante el desarrollo de ratones UCP2 KO. Se extrajo el ARN total del hipocampo, se sintetizó el 
ADNc y se analizó la expresión del ARNm de UCP2 (A) y ngn3 (B) mediante la técnica de PCR cuantitativa a 
tiempo real. La expresión del gen constitutivo GAPDH se usó como control interno. Los niveles de expresión del 
ARNm de ambas proteínas presentaron un pico en P0 y posteriormente decrecieron hasta alcanzar valores inferiores a 
los de E17. En los niveles de expresión del ARNm de ngn3 en los ratones UCP2 KO se observó un descenso 
significativo en los niveles del ARNm de ngn3 en p10 y adulto respecto a los ratones silvestres. Las gráficas se 
representan como la media ± el error estándar de la expresión de fmn1 como porcentaje de la etapa 1 en cada caso. 
Los niveles de significación representados como *p<0.05; **p<0.01, proceden de una n=4 y se analizaron mediante 
ANOVA seguida del test post-hoc de Bonferroni. 
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Como se observa en la figura 22, los niveles de expresión del ARNm de ambos genes 

presentaban un pico en el primer día postnatal, cuando las fibras musgosas comienzan a 

establecer contactos sinápticos con las dendritas de las células piramidales durante el desarrollo 

del hipocampo del ratón (Amaral y Dent, 1981), y posteriormente decayeron hasta alcanzar 

valores por debajo de los embrionarios.  

También se analizaron los niveles de expresión del ARNm de ngn3 en los ratones UCP2 KO 

(Fig. 22B) y se observó un descenso significativo en los niveles del ARNm de ngn3 en P10 y 

adulto respecto a los ratones silvestres. 

 

3.2. EXPRESIÓN DE UCP2 DURANTE EL DESARROLLO DE NEURONAS DE 

HIPOCAMPO EN CULTIVO 

Con el propósito de analizar si los cambios de expresión de UCP2 y de ngn3 observados 

durante el desarrollo del hipocampo in vivo se mantenían en  el desarrollo de las neuronas del 

hipocampo en cultivo, se analizó la expresión del ARNm de dichos genes en los cinco estadios 

del desarrollo y a 1,5 horas tras la siembra. La figura 23A muestra que los niveles del ARNm de 

UCP2 disminuyeron en los estadios de diferenciación neuronal (0.5 y 1.5 DIV) y se 

incrementaron en el estadio de 4 DIV, que se corresponde con la definición de las dendritas y el 

inicio del establecimiento de los contactos sinápticos. Sin embargo, los niveles de expresión de 

ngn3 se incrementaron progresivamente durante la polarización neuronal (Fig. 6C). 
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Figura 23. Niveles de expresión del ARNm de UCP2, en los diferentes estadios del desarrollo de las neuronas 
de hipocampo en cultivo. Se plaquearon neuronas de hipocampo de E17 a una densidad celular de 300 
neuronas.mm-2. Se extrajo el ARN total a los tiempos en cultivos indicados y se determinaron los niveles del ARNm 
de UCP2 por PCR cuantitativa a tiempo real. La expresión del gen constitutivo GAPDH se usó como control interno. 
(A) Los niveles del ARNm de UCP2 disminuyeron en los estadios de diferenciación neuronal (0.5 y 1.5 DIV) y se 
incrementaron en el estadio de 4 DIV, en el que se definen las dendritas. (B) Los resultados mostraron que la 
expresión del ARNm de UCP2 disminuyó significativamente con el tratamiento con genipina en los estadios de 4 y 7 
DIV, sin observar alteraciones en estadios tempranos.  Las gráficas se representan como la media ± el error estándar 
de la expresión de UCP2 como porcentaje del estadio 0.25 DIV en cada caso. Los niveles de significación 
representados como *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001, proceden de una n=5 y se analizaron mediante ANOVA 
seguida del test post-hoc de Bonferroni. 

 

 

3.3. CARACTERIZACIÓN DE LAS FUNCIONES DE UCP2 EN NEURONAS DE 

HIPOCAMPO EN CULTIVO 

3.3.1.  Efectos de la inhibición de UCP2 sobre la expresión del ARNm de UCP2 y de ngn3 

durante el desarrollo de las neuronas del hipocampo 

Se analizaron los niveles de expresión de UCP2 y ngn3 durante el desarrollo de neuronas de 

hipocampo en cultivos tratados con genipina, un inhibidor específico de la UCP2 (Zhang y 

cols., 2006), y sus correspondientes controles sin tratar. Los resultados mostraron que la 

expresión del ARNm de UCP2 disminuyó significativamente con el tratamiento con genipina en 

los estadios de 4 DIV y 7 DIV (Fig. 23B), mientras que en estadios tempranos del desarrollo de 

las neuronas de hipocampo no se vieron alterados los niveles de expresión de UCP2. El 

tratamiento con genipina provocó un aumento de la expresión de ngn3, cuando las neuronas ya 

han establecido sus contactos sinápticos. No obstante, en estadios tempranos del desarrollo 
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neuronal, la inhibición de la actividad de la UCP2 no alteró los niveles de expresión de su 

ARNm (Fig. 23B). Además el tratamiento con genipina provocó un aumento de la expresión del 

ARNm de ngn3 en el momento inmediatamente posterior a la siembra neuronal y en el estadio 

de 0.25 DIV (Fig. 24F), tras lo cual dicho tratamiento produjo el efecto contrario, disminuyendo 

la expresión del ARNm de ngn3 conforme se avanzó en el desarrollo. 

3.3.2. Efectos de la inhibición de UCP2 sobre la densidad neuronal 

Para comprobar si el tratamiento con genipina y sus efectos se debían a una muerte neuronal 

masiva se llevó a cabo un análisis comparativo del número de neuronas presente en los cultivos 

control frente a los cultivos tratados con genipina. El número de neuronas disminuyó 

significativamente en los cultivos tratados con genipina entre los estadios de 0.5 y 4 DIV (Fig. 

24B), comparados con los controles no tratados. A los 7 DIV el número de neuronas fue similar 

en ambos cultivos (Fig. 24A), lo que se podría atribuir a una pérdida de eficacia del tratamiento. 

3.3.3. Efectos de la inhibición de la UCP2 sobre la diferenciación de las neuronas de 

hipocampo en cultivo 

La inhibición de la UCP2, ya fuera parcial mediante el tratamiento con genipina o total 

mediante el cultivo procedente de ratones UCP2 KO, produjo cambios en la morfología de las 

neuronas de hipocampo en cultivo en las neuritas y sinapsis fundamentales para la correcta 

diferenciación neuronal. Asimismo, se vio afectado el tamaño del soma neuronal. A 

continuación se describen en detalle los cambios observados. 

3.3.3.1. Efecto de la inhibición de la UCP2 sobre el tamaño neuronal 

A lo largo del desarrollo las neuronas de hipocampo en cultivo incrementan el tamaño de su 

soma con el fin de aumentar la capacidad para albergar orgánulos y macromoléculas claves para 

el correcto funcionamiento neuronal. En los cultivos tratados con genipina se observó un 

crecimiento proporcional al avance en el desarrollo, sin embargo, en comparación con las 

neuronas procedentes de cultivos no tratados este crecimiento (medido como área somática) 

resultó ser significativa y constantemente menor (Fig. 24C, D). 
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 En las neuronas procedentes de cultivos de ratones UCP2 KO (Fig. 25A, B) se observó un 

crecimiento proporcional hasta que alcanzaron el estadio de 4 DIV, pero posteriormente las 

neuronas no sólo disminuyeron su tamaño sino que detuvieron su crecimiento, de forma que el 

tamaño a los 4 DIV era el mismo que a los 7 DIV, y en consecuencia la diferencia de tamaño 

con respecto a las neuronas procedentes de ratones UCP2 silvestres fue más evidente que con el 

tratamiento con genipina. 

 

3.3.3.2. La inhibición de la UCP2 modifica el número de neuritas primarias 

El tratamiento con genipina resultó en un significativo descenso en el número de neuritas 

primarias en los estadios de 0.5 DIV, 1.5 DIV y 7 DIV. En este último estadio podemos 

referirnos a disminución de dendritas primarias ya que la neurona ha completado su desarrollo 

(Fig. 24C). 

En los cultivos procedentes de ratones UCP2 KO, como cabría esperar debido a la inhibición 

total del gen, el número de neuritas primarias disminuyó de forma más marcada que con el 

tratamiento con genipina, manteniéndose constante dicho efecto conforme se avanzó en el 

desarrollo neuronal (Fig. 25C). 

 

3.3.3.3. Efecto de la inhibición de la UCP2 sobre la aportación sináptica neuronal 

Por último se evaluó el impacto de la inhibición parcial o ausencia de la UCP2 sobre el 

número de sinapsis totales, mediante el marcaje y posterior recuento del número de vesículas de 

sinaptofisina sobre el soma y dendritas de las neuronas postsinápticas. Se obtuvieron resultados 

similares tanto en los cultivos tratados con genipina (Fig. 26A, B) como en los procedentes de 

ratones UCP2 KO (Fig. 26C, D), disminuyendo drásticamente el número de sinapsis en ambos 

casos, siendo inferior al 50% de las que presentaban las neuronas control. 
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Figura 24. Efectos del tratamiento con genipina sobre el número de células y la morfología de las neuronas de 
hipocampo en cultivo y sobre los niveles de expresión de ngn3 en los diferentes estadios del desarrollo de las 
neuronas de hipocampo en cultivo. Se plaquearon neuronas de hipocampo de E17 a una densidad celular de 300 
neuronas.mm-2. Los cultivos se trataron o no con genipina 20 µM y se analizaron imágenes de contraste de fases (B) 
y de fluorescencia mediante marcaje con un anticuerpo anti-β-III-tubulina (C). (A) Representación del número de 
células por campo de visión en los diferentes estadios. (D) Representación del cambio en el tamaño del soma 
neuronal durante el desarrollo de las neuronas de hipocampo en cultivo. (E) Número de neuritas primarias en los 
diferentes estadios del desarrollo. (F) Se extrajo el ARN total a los tiempos en cultivos indicados y se determinaron 
los niveles del ARNm de ngn3 por la técnica de PCR cuantitativa a tiempo real. La expresión del gen constitutivo 
GAPDH se usó como control interno. El tratamiento con genipina provocó un aumento de la expresión del ARNm de 
ngn3 tras la siembra neuronal y en el estadio de 0.25 DIV (F), posteriormente el tratamiento produjo el efecto 
contrario, disminuyendo la expresión del ARNm de ngn3 al avanzar en el desarrollo. Las gráficas se representan 
como la media ± el error estándar. Los niveles de significación representados como *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001, 
proceden de una n=4 y se analizaron mediante el test t de Student.  
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Figura 25. Efectos de la deleción génica de UCP2 sobre la morfología de las neuronas de hipocampo en cultivo. 
Se plaquearon neuronas de hipocampo de E17 a una densidad celular de 300 neuronas.mm-2 y incubaron durante los 
diferentes estadios del desarrollo. (A) Imágenes representativas de las inmunofluorescencias de 4 y 7 DIV de ratones 
UCP2 silvestres y KO marcadas con un anticuerpo anti-β-III-tubulina. (B) Representación del análisis cuantitativo 
del tamaño del soma neuronal. En las neuronas procedentes de cultivos de ratones UCP2 KO se observó un 
crecimiento proporcional hasta que alcanzaron el estadio de 4 DIV y posteriormente las neuronas detuvieron su 
crecimiento (C) Número de neuritas primarias. El número de neuritas primarias disminuyó de forma más marcada 
que con el tratamiento con genipina, manteniéndose dicho efecto constante al avanzar en el desarrollo neuronal. Las 
gráficas se representan como la media ± el error estándar. Los niveles de significación representados como *p<0.05; 
**p<0.01; ***p<0.001, proceden de una n=4 y se analizaron mediante el test t de Student.  
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Figura 26. Efectos de la inhibición de la UCP2 y de la deleción génica de UCP2 sobre la sinaptogénesis de las 
neuronas de hipocampo en cultivo. Se plaquearon neuronas de hipocampo de E17 a una densidad celular de 300 
neuronas.mm-2, se fijaron a 4 y 7 DIV y se analizaron los contactos sinápticos mediante el marcaje con anticuerpos 
anti-sinaptofisina (Sy38, en rojo) y anti-β-III-tubulina (Tub, en verde). (A, C) Número de sinapsis totales por 
neurona. (B, D) Imágenes representativas de las inmunofluorescencias. El recuento de las terminales Sy38 positivas 
se realizó dentro de una región circular de 100 µm de diámetro centrada en el soma neuronal. Las gráficas se 
representan como la media ± el error estándar. Los niveles de significación representados como *p<0.05; **p<0.01; 
***p<0.001, proceden de una n=4 y se analizaron mediante el test t de Student.  
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3.3.4. La UCP2 y la Ngn3 modifican los niveles de ROS en neuronas de hipocampo en 

cultivo 

Puesto que una de las principales funciones de la UCP2 es la regulación del estrés oxidativo 

y se conoce que los niveles de ROS influyen en la expresión de dicho gen, se evaluó la 

presencia de la misma relación en nuestros cultivos neuronales y si la sobreexpresión de ngn3 

protegía frente a la producción de ROS. Para ello se realizaron análisis inmunocitoquímicos a 

partir de cultivos tratados, o no, con genipina y que sobreexpresaban o no ngn3. Las ROS se 

marcaron con el compuesto DHE, que en contacto con el superóxido de oxígeno genera 

fluorescencia intrínseca, y en neuronas de 4 DIV, ya que como se describió anteriormente, en 

este estadio la inhibición de la UCP2 por medio de la genipina alcanza su punto máximo. En los 

cultivos neuronales en los que la actividad y la expresión de UCP2 se encontraban reprimidas 

por el tratamiento con genipina (Fig. 27B) los niveles de ROS y por tanto el estrés oxidativo fue 

mayor que en los cultivos control (Fig. 27A). Sin embargo, en los cultivos neuronales que 

sobreexpresaban ngn3 (Fig. 27C) los niveles de ROS fueron considerablemente menores que los 

controles (Fig. 27C), lo que indicaría que tanto la UCP2 como la Ngn3 presentan en nuestros 

cultivos un efecto neuroprotector frente al estrés oxidativo.  

 

Figura 27. Efectos de la inhibición de UCP2 y de la sobreexpresión de ngn3 sobre los niveles de ROS en 
neuronas de hipocampo en cultivo. Se plaquearon neuronas de hipocampo de E17 a una densidad celular de 300 
neuronas.mm-2, se trataron, o no, con genipina o se transfectaron con el plásmido que sobreexpresaba ngn3. A los 4 
DIV se trataron con DHE y se fijaron para proceder al análisis de la intensidad de fluorescencia en el rojo debida a la 
oxidación del DHE por el superóxido de oxígeno mediante el programa ImageJ. (A, B y C) Imágenes representativas 
de la fluorescencia de DHE oxidado. (D) Representación de la intensidad de fluorescencia relativa en las diferentes 
condiciones. Las gráficas muestran la media ± el error estándar. Los niveles de significación representados como 
***p<0.001, proceden de una n=4 y se analizaron mediante ANOVA seguida del test post-hoc de Bonferroni.
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DISCUSIÓN  

1. Localización celular y subcelular de la Ngn3 en el hipocampo de ratón adulto y durante 

su desarrollo 

Previamente se había demostrado que el receptor Notch y genes relacionados con él, como 

ngn3, se expresan en todas las regiones de la capa piramidal del hipocampo y en la capa 

granular del giro dentado (Salama-Cohen y cols., 2006). En este trabajo se describe por primera 

vez la distribución anatómica de la proteína Ngn3 en el hipocampo de ratón adulto y en 

desarrollo. La función mejor caracterizada de la Ngn3 es la de factor de transcripción en las 

células endocrinas, especialmente pancreáticas. De acuerdo con dicha función, la Ngn3 se 

localiza en el núcleo de diferentes células (Lee y cols., 2003; Sarkar y cols., 2008). Nuestros 

estudios realizados in vivo e in vitro indican que la Ngn3 también se localiza en el núcleo de las 

neuronas de hipocampo y además se ha observado su expresión en el citoplasma de las neuronas 

de hipocampo en determinadas etapas del desarrollo. 

 En neuronas hipocampales en cultivo, la localización citoplasmática de la Ngn3 alcanza su 

nivel máximo a 0.5 DIV, estadio que se corresponde con la iniciación del desarrollo neurítico. 

Posteriormente, la Ngn3 desaparece progresivamente del citoplasma para llegar casi 

exclusivamente a una localización nuclear en la etapa final de maduración neuronal in vitro. 

Resultados similares se obtuvieron en los estudios in vivo. Únicamente en algunas células 

granulares del giro dentado la Ngn3 presenta localización nuclear a la edad de P0, mientras que 

su número aumenta en la edad de P10 y en el adulto. La localización nuclear de la Ngn3 se 

observada también en neuronas piramidales en el adulto, mientras que en P0 y P10 la 

localización es citoplasmática. Estos cambios en la localización subcelular de la Ngn3 coinciden 

con el transcurso del desarrollo de las neuronas piramidales y granulares. La formación de la 

capa piramidal se completa de forma temprana a los 18 días de gestación, un día antes del 

nacimiento. Las capa granular empieza a establecerse durante la embriogénesis, pero más del 

80% de las células granulares del giro dentado se generan después del nacimiento y, en el ratón, 
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esta capa finaliza su formación a P20 (Angevine, 1965; Altman y Bayer, 1990). Sin embargo, 

una célula no llega a ser una neurona madura hasta que no establece contactos con otras 

neuronas. Como consecuencia, las células piramidales destinadas a asentarse en la región de 

CA3, que serán contactadas por los axones de las células granulares (fibras musgosas), deben 

esperar a la formación de la capa granular para su maduración completa. Las fibras musgosas 

establecen los contactos sinápticos con las dendritas de las células piramidales en el período 

postnatal temprano (Amaral y cols., 1981), pero varias de las características del adulto como la 

densidad de espinas dendríticas en las dendritas distales de las neuronas piramidales y la 

mielinización de los axones aferentes tienen lugar durante un extenso período postnatal (Seress 

y Ribak, 1995). La región hipocampal CA3, junto con el giro dentado, representa una de las 

zonas con mayor dinámica en sus circuitos neuronales tanto en estado embrionario como adulto 

(Pelkey y McBain, 2008). 

Teniendo esto en cuenta, nuestros resultados indican que la Ngn3 se localiza principalmente 

en el citoplasma durante el desarrollo neuronal en contraste con la Ngn2, que durante este 

período se encuentra en el núcleo (Galichet y cols., 2008). No obstante, en etapas tardías del 

desarrollo la Ngn3 se ha detectado en el núcleo de las células granulares, mientras que la Ngn2 

se ha observado solamente en progenitores neuronales en proliferación (Ozen y cols., 2007). 

Sirviéndonos de la infección de neuronas piramidales con el virus que sobreexpresa ngn3 

marcada con la secuencia myc, se pudo seguir la progresión de la distribución subcelular de la 

proteína a lo largo del tiempo de cultivo. Estos resultados indican que la proteína se acumula 

rápidamente en el núcleo celular y posteriormente se exporta progresivamente al citoplasma. De 

acuerdo con este fenómeno, se ha detectado una señal de localización nuclear (NLS) y una señal 

de exportación nuclear (NES) en la Ngn3. Actualmente se ha descrito que la mayoría de las 

proteínas que se exportan al citoplasma presentan una NES rica en leucinas similar a la 

secuencia original encontrada en la proteína Rev del VIH, y que este tipo de NES es reconocido 

por la exportina CRM1 (Fornerod y cols., 1997; Han y cols., 2008). El transporte nuclear de 

estas proteínas está dirigido por la unión del motivo NES a la exportina CRM1, ya que el 
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inhibidor específico de la CRM1, LMB, bloquea la exportación de dichas proteínas. En los 

procesos de exportación nuclear activa, las proteínas con NES específicas forman un complejo 

ternario con la exportina CRM1 y RanGTP en el núcleo celular (Yoneda y cols., 1999). Dicho 

complejo puede ser entonces translocado al citoplasma donde la molécula de GTP se hidroliza, 

liberándose la proteína con la señal NES. 

El complejo exportina-RanGDP vuelve a entrar en el núcleo por difusión y una vez allí el 

GDP es intercambiado por GTP por medio de factores de intercambio de nucleótidos de guanina 

específicos. Por lo tanto, este proceso es dependiente de energía ya que en cada ciclo se 

consume una molécula de GTP y el coste energético asociado a la salida de la Ngn3 del núcleo 

pone de manifiesto la importancia de su función citoplasmática. Algunos autores indican que el 

transporte núcleo-citoplasma supone un mecanismo nuevo de regulación para aquellas proteínas 

que participan en la diferenciación e inhibición de la muerte celular (Tanno y cols., 2007). La 

cascada de señalización involucrada en la translocación de la Ngn3 deberá ser objeto de futuros 

estudios. 

 

2. Función citoplasmática de la Ngn3 

La translocación entre núcleo y citoplasma de la Ngn3 está mediada por la exportina CRM1, 

lo que plantea de si este transporte vía CRM1 es necesario para el desarrollo neurítico. El 

tratamiento de los cultivos neuronales con LMB sugiere que es así, ya que la inhibición de 

CRM1 se asocia a un descenso en el número, longitud y ramificación dendrítica. Estos 

resultados apuntan a que, durante el desarrollo de las neuronas de hipocampo, la exportina 

CRM1 está implicada en el transporte proteico entre núcleo y citoplasma para regular la 

diferenciación dendrítica. Por otra parte, la presencia de una NES en la secuencia de la Ngn3 y 

los efectos morfológicos (a nivel dendrítico y sináptico) que derivan de su mutación indica que 

la salida del núcleo es un factor clave para el desarrollo neuronal. Por sí solas las NES son 

capaces incluso de concentrar la expresión de GFP en el citoplasma y, en el caso de la Ngn3 con 

la secuencia NES2 mutada no sólo hay cambio en la localización subcelular de la Ngn3, sino 
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que dicho cambio lleva asociado alteraciones en la diferenciación dendrítica y sináptica. De 

igual manera, otras modificaciones postraduccionales podrían controlar la localización 

subcelular de la Ngn3 interfiriendo con la función de las NLS y/o NES, y a este respecto, se 

sabe que la fosforilación ejerce un papel fundamental (Xu y Massague, 2004). Otros autores 

sugieren que la Ngn3 es translocada al citoplasma vía exportina CRM1, ya que se ha observado 

acumulación citoplasmática de Ngn3 en células tumorales pancreáticas (Lejonklou y cols., 

2009), donde el tamaño tumoral se relaciona directamente con el nivel de expresión de CRM1 

(Huang y cols., 2009). 

La expresión de ngn3 en el hipocampo adulto es semejante a la de Notch, un conocido 

regulador de la neuritogénesis que se expresa en todos los astrocitos y neuronas virtualmente 

maduros de esta región cerebral (Breunig y cols., 2007). Estudios previos han demostrado que 

Notch, mediante la activación del factor de transcripción HES1, inhibe la expresión de ngn3 en 

neuronas de hipocampo (Salama-Cohen y cols., 2006). De acuerdo con esto, nuestros resultados 

que indican que la expresión de HES1 decae en los estadios 2 y 3 respecto del estadio 1, junto 

con el incremento de la expresión de ngn3 y su acumulación citoplasmática, son consistentes 

con el aumento de la diferenciación dendrítica asociados al descenso de la actividad y de la 

localización nuclear del receptor Notch en neuronas en desarrollo (Sestan y cols., 1999; 

Redmond y cols., 2000; Breunig y cols., 2007). Además, estudios anteriores han demostrado 

que la sobreexpresión de ngn3 en neuronas de hipocampo en cultivo estimula la dendritogénesis 

(Salama-Cohen y cols., 2006). No obstante, en el presente trabajo se describe que las dendritas 

apicales de las neuronas piramidales inmunoreactivas para la Ngn3 contactan con las colaterales 

de Schaffer procedentes del CA3, observándose un claro marcaje en la zona de contacto, lo que 

sugeriría una posible relación de la Ngn3 con la formación de sinapsis, en concordancia con los 

datos acerca de la implicación de la Ngn3 en la sinaptogénesis GABAérgica en cultivos 

neuronales de hipocampo (Salama-Cohen y cols., 2006). 

La localización de la Ngn3 en el núcleo de las neuronas de hipocampo maduras es 

compatible con su función transcripcional, aunque la función de la Ngn3 en el SNC adulto se 
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desconoce. La localización de la Ngn3 en el citoplasma planteó una posible función 

extranuclear de la misma y nuestros estudios al respecto sugieren que la función citoplasmática 

de la Ngn3 en las neuronas de hipocampo en desarrollo podría estar relacionada con el proceso 

de polarización neuronal, puesto que es en los estadios 2 y 3, de establecimiento axonal y 

dendrítico, cuando la expresión de ngn3 es mayor. En los estadios 2, 3 y 4 la Ngn3 se encuentra 

principalmente en el citoplasma. Dichos estadios se corresponden con el desarrollo de neuritas 

indiferenciadas (estadio 2), una de las cuales presenta una tasa de crecimiento mayor y adquiere 

características axonales (estadio 3) y el resto de las neuritas se elongan lentamente hasta 

diferenciarse en dendritas (estadio 4) (Dotti y cols., 1988). Mediante el uso de agentes 

estabilizadores o desestabilizadores del citoesqueleto observamos que la Ngn3 es una proteína 

de asociación a los microtúbulos, al menos en el cerebro. En las imágenes de 

inmunocitoquímica la Ngn3 exhibe colocalización con los MTs en axones, dendritas e incluso 

en los conos de crecimiento y los ensayos de cosedimentación refuerzan esta hipótesis poniendo 

de manifiesto una asociación Ngn3-tubulina, sin que se observe colocalización con los 

filamentos de actina. Además, la sobreexpresión de ngn3 protege de la desestabilización que el 

nocodazol provoca en los MTs. Los motivos clásicos de unión a MTs presentes en las proteínas 

asociadas al citoesqueleto, MAP y Tau (Dehmelt y Halpain, 2005) no se encuentran en la Ngn3, 

no obstante, otras proteínas asociadas a los MTs, como kinesinas y miosinas, también carecen 

de dichos motivos (Woehlke y cols., 1997; Cao y cols., 2004; Hirokawa y Takemura, 2005). A 

pesar de la falta de evidencias acerca de una posible interacción directa entre la Ngn3 y los 

MTs, no se puede descartar que la Ngn3 se una a los MTs a través de otra/s proteína/s. 

Actualmente hay evidencias de que la estabilidad de los MTs es determinante en la polarización 

neuronal (Witte y cols., 2008), por lo que nuestros resultados indican una posible contribución 

de la Ngn3 a la estabilidad de los MTs. La acumulación citoplasmática de la Ngn3 en etapas 

críticas para el desarrollo, como la iniciación de la polaridad neuronal, sugiere una posible 

función de la misma durante la diferenciación neuronal temprana.  
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3. ngn3 activa la expresión de fmn1 

La comparación de la expresión génica de cultivos de neuronas del hipocampo que 

sobreexpresaban ngn3 y de cultivos control que sobreexpresaban GFP mediante la técnica de 

microarrays permitió identificar un conjunto de genes regulados por la Ngn3. Esta proteína 

regula genes asociados con el desarrollo celular, crecimiento y proliferación celular, morfología 

celular y la asociación y organización celular, así como los genes asociados con el desarrollo y 

funcionamiento del sistema nervioso. De entre los diferentes grupos de genes regulados por la 

Ngn3 nos centramos en los relacionados con la dinámica del citoesqueleto, con la intención de 

dilucidar los mecanismos moleculares mediante los que la Ngn3 controla la morfología y las 

conexiones sinápticas de las neuronas de hipocampo (Salama-Cohen y cols., 2006). Uno de esos 

genes es fmn1, que codifica la proteína homónima (Fmn1), cuya función es la nucleación de los 

filamentos de actina y la asociación con los MTs (Zhou y cols., 2006; Dettenhofer y cols., 

2008). La activación de fmn1 por ngn3 se confirmó analizando los niveles del ARNm y de la 

proteína mediante la técnica de PCR cuantitativa e inmunoblot, respectivamente.  

 

4. La morfología y la sinaptogénesis de las neuronas de hipocampo están reguladas por  la 

Fmn1 

La formación y mantenimiento del árbol dendrítico de las neuronas del hipocampo depende 

del citoesqueleto subyacente, compuesto por un núcleo de MTs y una corteza de 

microfilamentos de actina (Scott y Luo, 2001). El presente trabajo demuestra que la 

sobreexpresión del gen fmn1-Ib en cultivos de neuronas de hipocampo, que deriva en la 

expresión de la proteína Formina1 en el citoplasma neuronal, aumenta el número de dendritas 

primarias. Por el contrario, la reducción de la expresión génica de fmn1 mediante el uso de ARN 

interferente conlleva un descenso en el número de dendritas primarias. Estos resultados, junto 

con las funciones desempeñadas por la Fmn1 en la nucleación de actina y la asociación a MTs 

(Fifkova y Delay, 1982; Kobielak y cols., 2004), sugieren que la Fmn1 participa en el control de 

la morfología neuronal. La diferenciación neuronal requiere del dinamismo del citoesqueleto de 

actina en el cono de crecimiento, que se manifiesta en la formación de filopodios y lamelipodios 
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ricos en actina. Los filopodios contienen haces de filamentos de actina y los lamelipodios una 

malla de filamentos de actina (Svitkina y Borisy, 1999; Strasser y cols., 2004). Se han descrito 

diferentes factores de unión a la actina y existen numerosos estudios cuyo objetivo es 

determinar el papel que estos factores desempeñan durante el crecimiento neurítico; por 

ejemplo, el complejo Arp2/3 promueve la nucleación de los filamentos de actina ramificados en 

otros tipos celulares (Pollard, 2007) y está implicado en la morfogénesis del axón en varios 

tipos neuronales (Zallen y cols., 2002; Korobova y Svitkina, 2008; Gupton y Gertler, 2010; You 

y Lin-Chao, 2010). Las forminas promueven normalmente la formación de filamentos de actina 

no ramificados (Goode y cols., 2007) y algunos miembros de la familia de las forminas están 

también implicados en la regulación del crecimiento neuronal. Es el caso del factor mDia2, que 

se ha relacionado con la elongación axonal en cultivos de células granulares del cerebelo 

(Arakawa y cols., 2003), y que es capaz de mantener la formación de filopodios, requisito 

indispensable para la neuritogénesis en neuronas corticales (Dent y cols., 2007). También la 

formina de Drosophila Daam1 desempeña un papel crucial en la morfogénesis axonal e induce 

la formación de proyecciones semejantes a las neuritas cuando se expresa en la línea celular 

murina P19 (Matusek y cols., 2008). Se ha demostrado que la formina 2, que se expresa en 

neuronas de todo el sistema nervioso central, se encuentra regulada transcripcionalmente por la 

edad y su función es necesaria para el desarrollo normal de la memoria en ratones (Peleg y cols., 

2010). Los resultados de este estudio identifican a la Fmn1 como un factor de unión a la actina 

implicado en la diferenciación de las neuronas del hipocampo. 

Nuestros resultados indican también que el número de conexiones glutamatérgicas 

presinápticas es mayor en neuronas transfectadas con EGFP-fmn1-Ib que en las neuronas 

transfectadas sólo con EGFP. El incremento en el número de conexiones glutamatérgicas 

presinápticas podría, al menos en parte, ser una consecuencia de la generación de nuevas 

espinas dendríticas en las neuronas postsinápticas que sobreexpresan fmn1-Ib. Las espinas 

dendríticas son pequeñas proyecciones del citoplasma dendrítico ricas en actina y que 

constituyen el emplazamiento principal de las sinapsis excitatorias neuronales. El desarrollo de 

las espinas comienza con la iniciación de los filopodios dendríticos y su elongación es seguida 
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por la formación de la cabeza. Un trabajo reciente ha propuesto que el mecanismo de 

ensamblaje de la actina cambia gradualmente desde la polimerización de filamentos no 

ramificados mediada por mDia2 hasta la nucleación de filamentos ramificados mediada por 

Arp2/3, lo que conlleva el crecimiento de las cabezas de las espinas dendríticas (Hotulainen y 

cols., 2009). Además, se ha visto que la sobreexpresión de Daam1 disminuye la densidad de 

espinas dendríticas y aumenta su longitud y su área (Salomon y cols., 2008). Nuestros 

resultados sugieren que la Fmn1 también podría modular las estructuras sinápticas dependientes 

de actina. 

 

5. La pérdida de función de la Fmn1 revierte los efectos de la Ngn3 en la morfología 

neuronal y en las conexiones sinápticas 

En el presente trabajo se ha demostrado que la sobreexpresión de ngn3 lleva asociado un 

incremento del número de dendritas primarias y del número de sinapsis glutamatérgicas 

excitatorias en neuronas de 4 DIV, de acuerdo con estudios previos que indicaban que la Ngn3 

incrementaba la dendritogénesis y la relación entre sinapsis excitatorias e inhibitorias (Salama-

Cohen y cols., 2006). Además se ha demostrado que dichos efectos de la Ngn3 se encuentran 

revertidos por la reducción de la expresión del gen fmn1. No obstante, cuando el bloqueo de la 

expresión génica se realizó a 1 DIV disminuyó el número de neuritas en los cultivos de 

neuronas de hipocampo en reposo sin observarse efectos significativos sobre la dendritogénesis 

ni la sinaptogénesis a 3 DIV. Esto podría deberse a que los niveles de expresión de fmn1 a 1 

DIV son mayores que a 3 DIV y por lo tanto la adición de los interferentes de Fmn1 en esta 

etapa no tiene consecuencias morfológicas en los cultivos que no sobreexpresan ngn3. En 

consecuencia, el hecho de que la bajada del gen fmn1 afecte sólo a neuronas que sobreexpresan 

ngn3 evidencia que la Fmn1 forma parte de una de las rutas de señalización mediante la cual la 

Ngn3 regula la morfología y la sinaptogénesis neuronal. Asimismo, sugiere que la Fmn1 es 

necesaria para la iniciación de nuevas dendritas y sinapsis dependientes de la expresión de ngn3 

pero no para el mantenimiento de las anteriormente generadas, lo que explicaría que los niveles 
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del ARNm de fmn1 sean constantes a lo largo del desarrollo de las neuronas del hipocampo en 

cultivo.  

 

6. Papel de la UCP2 en el desarrollo de las neuronas de hipocampo 

Al analizar la relevancia de la función de la proteína UCP2 en el desarrollo neuronal, se 

observó que la supresión de la función (tratamiento con genipina) o de la expresión (KO), 

alteraba muy significativamente la supervivencia neuronal, el tamaño del soma y la 

conectividad sináptica. Los niveles de expresión del ARNm de UCP2 o de la actividad de la 

UCP2 son inversamente proporcionales al número de dendritas, al tamaño neuronal y al aporte 

sináptico que presentan las neuronas de hipocampo en cultivo. El hecho de que UCP2 se 

encuentre altamente inducida en el día postnatal 1 y en los estadios tempranos de desarrollo 

neuronal está en línea con la demostración de que a dicha edad las fibras musgosas inician el 

establecimiento de los contactos sinápticos con las dendritas de las neuronas piramidales 

(Amaral y cols., 1981). En ratones adultos, en condiciones de activación de la sinaptogénesis, 

como la inducida por el ejercicio voluntario, la ausencia de UCP2 no sólo impide la 

sinaptogénesis sino que además disminuye el número de espinas dendríticas tanto en las 

neuronas granulares del giro dentado como en las neuronas piramidales de CA1 (Dietrich y 

cols., 2008). El papel de la UCP2 favoreciendo la neutralización de los ROS en neuronas  

(Bechmann y cols., 2002; Andrews y cols., 2005; Andrews y cols., 2008) contribuye 

eficazmente al crecimiento dendrítico y a la sinaptogénesis, ya que se sabe que las ROS son 

esenciales en la inhibición del correcto desarrollo del circuito del hipocampo (Tsai y cols., 

2009) y contribuyen considerablemente al metabolismo lipídico en neuronas (Andrews y cols., 

2008), proceso que determina la fluidez de la membrana plasmática y por tanto las funciones 

fisiológicas que dependen de ella. Asimismo, la Ngn3 por sí sola es capaz de disminuir los 

niveles de ROS en las neuronas del hipocampo en cultivo. 

 

La inducción de UCP2 parece estar por encima en la cascada de señalización de la Ngn3 ya 

que cuando UCP2 se inhibe químicamente mediante el tratamiento con genipina o se elimina 
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genéticamente mediante el uso de la cepa KO, el perfil transcripcional de la Ngn3 se modificó 

en el transcurso del desarrollo neuronal.  
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CONCLUSIONES 

1. La Ngn3 se expresa nuclear y citoplasmáticamente en el hipocampo del ratón adulto y 

en su desarrollo. 

2. La localización subcelular de la Ngn3 depende del estadio de desarrollo neuronal, 

acumulándose en el citoplasma en etapas críticas de la diferenciación temprana, hecho 

fundamental para el inicio de la polarización neuronal. 

3. La Ngn3 es transportada activamente desde el núcleo hacia al citoplasma vía exportina 

CRM1, que reconoce la NES, rica en leucinas, constituida por los residuos 131-142 de 

la secuencia proteica de la Ngn3. 

4. Fuera del núcleo, la Ngn3 colocaliza y se asocia con la tubulina, favoreciendo la 

estabilización de los MTs axónicos y dendríticos para impulsar el crecimiento 

neurítico, contribuyendo así al desarrollo neuronal. 

5. La Ngn3 es esencial en la dendritogénesis y en la sinaptogénesis. 

6. La Ngn3, como factor de transcripción, controla la expresión del gen fmn1, y la proteína 

homónima codificada por él forma parte de una ruta de señalización de la Ngn3 que 

regula la morfología y sinaptogénesis neuronal. 

7. La UCP2 es esencial para el desarrollo de neuronas de hipocampo ya que interviene en 

la determinación del tamaño del soma neuronal, en la neuritogénesis y en la 

sinaptogénesis. 

8. La UCP2 y la Ngn3 neutralizan la formación de ROS en neuronas de hipocampo en 

cultivo. 
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