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Abreviaturas, acrónimos y siglas 
 
[Ca2+]i: Concentración de calcio libre intracelular (intracellular free calcium concentration) 

[Ca2+]mito: Concentración de calcio libre mitocondrial (mitocondrial free calcium 

concentration) 

ΔV: Potencial de membrana (membrane potential) 

Ab: Péptido b-amiloide (amyloid b ) 

APP: Proteína Precursora Amiloidea (Amyloid Precursor Protein) 

ATP: Adenosina 5'-trifosfato (Adenosine 5'-triphosphate) 

BDNF: Factor neurotrófico derivado del cerebro (Brain-derived neurotrophic factor) 

BSA: Albúmina de suero bovino (Bovine serum albumin)  

CAD: Dominio activador de CRAC (CRAC activating domain) 

CAMKII: Proteína quinasa dependiente de Ca2+-calmodulina II (Ca2+-calmodulin-

dependent kinase II) 

Cas: Genes asociados a CRISPR (CRISPR-associated genes)  

Cas9n: Nickasa Cas9 (Cas9 nickase) 

CAD: Dominio activador de CRAC (CRAC activation domain)  

CaM: Calmodulina (Calmodulin) 

CDI: Inactivación dependiente de calcio (Calcium-dependent inactivation) 

CDK: Quinasa dependiente de ciclina (Cyclin-dependent kinase) 

cDNA: DNA complementario (Complementary DNA) 

CFP: Proteína fluorescente cyan (Cyan fluorescent protein) 

C12FDG: 5-Dodecanoilaminofluoresceína di-b-D-galactopiranósido (5-

Dodecanoylaminofluorescein di-b-D-galactopyranoside) 

CICR: Liberación de Ca2+ activada por Ca2+ (Ca2+-induced Ca2+-release) 

CRAC: Canales de Ca2+ activados por Ca2+ (Calcium-release activated channels) 

CRISPR: Repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas 

(clustered regularly interspaced short palindromic repeats)  

C-terminal: Carboxi-terminal (Carboxy-terminal) 

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

DMSO: Dimetil-sulfóxido (Dimethyl Sulfoxide) 

dNTPs: Desoxirribonucleósidos trifosfato (Deoxyribonucleoside triphosphates)  

dsDNA: DNA de doble cadena (double-strand DNA) 

DSB: Cortes de doble cadena en el DNA (Double-strand breaks)  

DTT: Ditiotreitol (Dithiothreitol) 

EGTA: Ácido etilen glicol-bis(2-amiloetiléter)-N, N, N', N'-tetraacético (Ethylene Glycol-

bis(2-aminoethylether)-N, N, N', N'-Tetraacetic Acid) 



 
 

FAD: Enfermedad de Alzheimer de tipo familiar (Familial Alzheimer´s disease) 

FBS: Suero fetal bovino (Fetal bovine serum) 

FCCP: Carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona (Carbonyl cyanide 4-

(trifluoromethoxy)phenylhydrazone)  

FRET: Transferencia de energía de resonancia de Föster (Föster Resonance Energy 

Transfer) 

FURA 2-AM: Fura 2-acetoximetiléster (Fura 2-acetoxymethyl ester) 

GFP: Proteína fluorescente verde (Green Fluorescent Protein)  

HBSS: Solución salina tamponada de Hank (Hank's Balanced Salt Solution) 

HDR: Recombinación homóloga (Homology Directed Repair)  

HRP: Peroxidasa de rábano (Horseradish peroxidase)  

IP3: Inositol 1,4,5-trisfosfato (Inositol 1,4,5-trisphosphate) 

ITPR: Receptor de IP3 (Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor) 

JC-1: Yoduro de 5,5′,6,6′-tetracloro-1,1′,3,3′-tetraetil-imidacarbocianina (5,5′,6,6′-

tetrachloro-1,1′,3,3′-tetraethyl-imidacarbocyanine iodide) 

kDa: Kilodalton 

KO: Knock-out 

LB: Medio Luria Bertani para E.coli 

MCU: Uniportador de calcio mitocondrial (Mitochondrial calcium uniporter) 

mGluR1: Receptor metabotrópico de glutamato 1 (Metabotropic glutamate receptor 1)  

MP: Membrana plasmática (PM: Plasma Membrane) 

mRNA: RNA mensajero (Messenger RNA)  

MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-

yI)-2, 5-Diphenyltetrazolium Bromide) 

NA: Apertura numérica (Numerical aperture) 

NHEJ: Recombinación de extremos no homólogos (Non-Homologous End Joining) 

N-terminal: Amino-terminal (Amino-terminal) 

ORAI1: Calcium Release-Activated Calcium Channel Protein 1 (CRAC1) 

PAM: Motivo adyacente al protoespaciador (Protospacer adjacent motif)  

pb: Pares de bases (bp: base pair) 

PBS: Tampón fosfato salino (Phosphate Buffered Saline)  

PBS-T: Tampón fosfato salino + Tween 0.2% (Phosphate Buffered-Saline + Tween)   

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)  

PEI: Polietilenimina (Poliethylenimine) 

PKC: Proteína quinasa C (Protein kinase C) 

PMCA: Ca2+-ATPasa de la membrana plasmática (Plasma Membrane Ca2+-ATPase)  

PMSF: Fluoruro de fenil metil sulfonilo (Phenylmethylsulfonyl fluoride) 



   
 

PSEN: Presenilina (Presenilin) 

RA: Ácido retinoico (Retinoic acid) 

RE: Retículo endoplasmático (ER: Endoplasmic Reticulum) 

RNA: Ácido ribonucleico (Ribonucleic Acid) 

RNAasa: Ribonucleasa (RNAase: Ribonuclease)  

RNAi/ shRNA: RNA de interferencia (RNA interference) 

RT: Temperatura ambiente (Room temperature) 

RyR: Receptor de rianodina (Ryanodine receptor) 

SAM: Motivo alfa estéril (Sterile Alpha Motif)  

sd: Desviación estándar (Standard deviation) 

SDS: Dodecil sulfato sódico (Sodium dodecyl sulfate) 

PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida (Poliacrylamyde gel electrophoresis)  

SERCA: Ca2+-ATPasa del retículo sarco(endo)plasmático (Sarcoplasmic reticulum Ca2+-

ATPase) 

SOAR: Región de activación STIM1-ORAI1 (STIM1-ORAI1 activation region) 

SOCs: Canales de Ca2+ operados por depósitos (Store-operated Ca2+ channels)  

SOCE: Entrada de calcio regulada por depósitos intracelulares (Store-Operated Calcium 

Entry)  

STIM1: Stromal Interaction Molecule 1 

TEMED: N, N, N', N'-tetrametil etilendiamina (Tetramethylethylenediamine) 

Tg: Tapsigargina (Thapsigargin) 

TMRM: Tetrametilrodamina metil éster (Tetramethylrhodamine methyl ester) 
Tris: Tris (hidroximetil) aminometano (Tris (hidroximethyl) aminomethane) 

TRP: Receptores de potencial transitorio (Transient Receptor Potential)  

VOCCs: canales de Ca2+ operados por voltaje (Voltage-operated Ca2+ channels)  

YFP: Proteína fluorescente amarilla (Yellow fluorescent protein) 

WT: wild-type 
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La proteína STIM1 es el principal activador de canales SOC tras el vaciado de 

depósitos intracelulares de Ca2+, principalmente el retículo endoplasmático (RE), 

desempeñando un papel esencial en la homeostasis del Ca2+, que resulta esencial para 

la supervivencia celular ya que la desregulación de la movilización de Ca2+ se ha 

relacionado con numerosas enfermedades autoinmunes y neurodegenerativas. De forma 

paralela al desarrollo de este trabajo se ha descrito una disminución del nivel de expresión 

de STIM1 en muestras de cerebro post mortem de pacientes evaluados clínicamente y 

diagnosticados como pacientes de Alzheimer esporádico, apoyando la hipótesis de que 

la desregulación de la homeostasis de Ca2+ se encuentra mediando procesos de 

neurodegeneración, lo que nos llevó a estudiar el papel de STIM1 en la función neuronal. 

Para ello, y empleando células de neuroblastoma SH-SY5Y, se generó una línea celular 

deficiente en STIM1, y por tanto en SOCE, utilizando el sistema de edición genómica 

CRISPR/Cas9. Nuestros resultados indican que a pesar de que es observable un 

incremento de expresión de STIM1 durante la diferenciación de las células SH-SY5Y 

inducida por ácido retinoico y BDNF, las células STIM1-KO adquirían el mismo fenotipo 

neuronal diferenciado que las células parentales (wild-type), por lo que STIM1 no es 

esencial para esta diferenciación. No obstante, las células deficientes en STIM1 

mostraron una importante disfunción mitocondrial y pérdida de viabilidad durante su 

diferenciación.  

Con relación al estudio de la pérdida de viabilidad celular ante la ausencia de STIM1, 

las células STIM1-KO presentaron una mayor expresión y actividad del canal CaV1.2 

(canal operado por voltaje, VOC, de tipo L), lo que concuerda con la actividad que se le 

ha adjudicado a STIM1 como regulador negativo de canales CaV1.2. La entrada 

desregulada de Ca2+ a través del canal CaV1.2 generó una alteración de la homeostasis 

de Ca2+ que desencadenó un incremento de la senescencia, pérdida del potencial de 

membrana interna mitocondrial y un descenso significativo de los niveles de Ca2+ 

intramitocondrial ([Ca2+]mito) y de la actividad del complejo I del transporte electrónico 

mitocondrial. Por ello, se silenció la expresión del canal CaV1.2, mediante la generación 

de una línea knock-down para el gen CACNA1C (codifica para CaV1.2) en células STIM1-

KO. El silenciamiento del canal CaV1.2 en células STIM1-KO permitió reducir los niveles 

de senescencia, normalizar el potencial de membrana interna mitocondrial, actividad del 

complejo I, y los niveles de Ca2+ intramitocondrial, lo cual indica que la sobreactivación 

del canal CaV1.2 es el principal desencadenante de la muerte celular y disfunción 

mitocondrial mostrada por las células SH-SY5Y diferenciadas deficientes en STIM1. 

Por último, debido a la disminución de la [Ca2+]mito observada en las células STIM1-

KO, se estudió la posible alteración de la transferencia de Ca2+ entre el RE y la 
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mitocondria, una ruta de vital importancia para un correcto tamponamiento de Ca2+, así 

como para el mantenimiento de la señalización mediada por Ca2+. En este sentido, las 

células STIM1-KO mostraron una fuerte disminución de expresión y actividad del receptor 

ITPR3 (también conocido como IP3R3), así como una reducción de expresión del 

uniportador de Ca2+ mitocondrial MCU en células diferenciadas, que sugieren una 

disminución en la captación de Ca2+ por parte de la mitocondria. La sobre-expresión del 

receptor ITPR3 en células STIM1-KO contribuyó a la normalización de la [Ca2+]mito de 

manera significativa, lo que demuestra que STIM1 controla, al menos de forma indirecta, 

los niveles de ITPR3, y por tanto, el nivel de [Ca2+]mito. Así los estudios desarrollados en 

esta Tesis Doctoral establecen que las células STIM1-KO constituyen un modelo in vitro 

útil para estudiar el papel que juega la desregulación de la señalización y homeostasis del 

Ca2+ en enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzheimer, aunque 

se requiere más experimentación para determinar hasta qué punto este sistema STIM1-

KO puede simular la neurodegeneración in vivo observada en pacientes.  
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STIM1 protein is the main regulator of SOC channels after the emptying of 

intracellular Ca2+, mainly the endoplasmic reticulum (ER), playing an essential role in Ca2+ 

homeostasis, which is required for cell survival since the dysregulation of Ca2+ mobilization 

has been linked to several autoimmune and neurodegenerative diseases. Concurrently to 

the development of this work, a significant decrease in the level of STIM1 expression had 

been described in post mortem brain samples from patients clinically evaluated and 

diagnosed with sporadic Alzheimer, supporting the hypothesis that the dysregulation of 

Ca2+ homeostasis mediates neurodegeneration, which led us to study the role of STIM1 

in neuronal function. To this end, and using SH-SY5Y neuroblastoma cells, a cell line 

deficient in STIM1, and therefore in SOCE, was generated using the CRISPR/Cas9 

genome editing system. Our results indicate that although an increase in STIM1 

expression was observed during the differentiation of SH-SY5Y cells triggered by retinoic 

acid and BDNF, STIM1-KO cells acquired the same differentiated neuronal phenotype as 

wild-type cells, so STIM1 is not essential for this differentiation. However, STIM1-deficient 

cells showed significant mitochondrial dysfunction and loss of viability during 

differentiation.  

Regarding the study of the loss of cell viability in the absence of STIM1, STIM1-KO 

cells showed a greater expression and activity of the CaV1.2 channel (voltage-operated 

calcium channel, VOCC, type L), which is consistent with the activity attributed to STIM1 

as a negative regulator of CaV1.2 channels. The dysregulation of Ca2+ entry through the 

CaV1.2 channel generated an alteration of Ca2+ homeostasis that triggered an increase in 

senescence, loss of mitochondrial inner membrane potential and a significant decrease in 

intramitochondrial Ca2+ levels ([Ca2+]mito) and in mitochondrial electron transport complex I 

activity. In this regard, the expression of the CaV1.2 channel was silenced by the 

generation of a knock-down cell line for the CACNA1C gene (which codes for CaV1.2) in 

STIM1-KO cells. The silencing of the CaV1.2 channel in STIM1-KO cells allowed the 

normalization of senescence levels, mitochondrial inner membrane potential, complex I 

activity, and intramitochondrial Ca2+ levels, which proved that the upregulation of CaV1.2 

channel underlies cell death and mitochondrial dysfunction observed in differentiated SH-

SY5Y cells deficient in STIM1. 

Finally, because of the drop in [Ca2+]mito observed in STIM1-KO cells, we studied the 

possible alteration of the transfer of Ca2+ between ER and mitochondria, a pathway of vital 

importance for a correct buffering of Ca2+, as well as for the maintenance of Ca2+-

dependent signaling. In this regard, STIM1-KO cells showed a strong decrease in 

expression and activity of the ITPR3 receptor (also known as IP3R3), as well as a drop in 

the expression of the mitochondrial Ca2+ uniporter (MCU) in differentiated cells, which 

suggested a decrease in the Ca2+ uptake by the mitochondria. The overexpression of the 
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ITPR3 receptor in STIM1-KO cells contributed to the regulation of [Ca2+]mito, which 

demonstrates that STIM1 controls, at least indirectly, the expression level of ITPR3, and 

therefore, the level of [Ca2+]mito. Thus, the studies developed in this Doctoral Thesis 

establish that STIM1-KO cells constitute a useful in vitro model to study the role of Ca2+ 

signaling and Ca2+ homeostasis dysregulation in neurodegenerative diseases, such as 

Alzheimer's disease, although more experimentation is required to determine  what extent 

this STIM1-KO model can mimic the neurodegeneration observed in patients.  
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1. LA IMPORTANCIA DEL ION Ca2+ EN LA SEÑALIZACIÓN CELULAR. 
 

Aunque es un término difícil de definir dada su complejidad e importancia en la 

supervivencia de la célula, se podría decir que la señalización celular es una red de 

reacciones e interacciones entre moléculas que permiten a la célula reaccionar y 

adaptarse ante un amplio rango de estímulos. Los componentes que abarcan esta red de 

señalización son múltiples y diversos: desde proteínas que actúan como receptores de 

estímulos externos para dar comienzo a una reacción o respuesta, hasta proteínas o iones 

que pueden actuar como señalizadores o cofactores tanto a nivel intracelular como 

extracelular. 

En este aspecto, el ion Ca2+ es clave en la señalización celular, ya que se trata de 

un catión divalente que actúa como segundo mensajero en el control de múltiples 

funciones celulares y fisiológicas. Así las señales de Ca2+ citosólicas controlan desde 

respuestas a corto plazo, como la contracción de filamentos del citoesqueleto o la 

secreción de vesículas, hasta respuestas a largo plazo como la regulación de la 

transcripción, el crecimiento o la división celular (Berridge et al., 2003, Berridge et al., 

2000). La concentración de calcio libre en el citosol ([Ca2+]i) de una célula en reposo se 

encuentra en torno a 100 nM mientras que en el medio extracelular ([Ca2+]ext) es del orden 

de diez mil veces más alta (~1-2 mM). Sin embargo, la estimulación de las células, bien 

por despolarización de membranas, deformación mecánica o activación hormonal, 

desencadena un aumento transitorio y localizado de la [Ca2+]i (Bootman et al., 2001). 
 El Ca2+ no puede ser degradado como ocurre con otras moléculas que actúan como 

segundos mensajeros. Por ello, las células deben regular estrictamente las 

concentraciones intracelulares de este ion (Clapham, 1995). Existen mecanismos para 

eliminar el exceso de Ca2+ libre del citosol, como son la extrusión al medio extracelular o 

al interior de algunos orgánulos subcelulares. Esta acción es llevada a cabo 

principalmente por bombas, canales y transportadores situados en la membrana 

plasmática y en el retículo endoplasmático (RE), considerado este último el principal 

reservorio intracelular de Ca2+. Además, también existen proteínas que se unen con alta 

afinidad al ion Ca2+, favoreciendo, junto a los otros mecanismos ya mencionados, que el 

interior celular mantenga una concentración de este ion en el intervalo nanomolar. Cuando 

se inicia un estímulo estos canales y bombas se activan permitiendo la entrada Ca2+ al 

interior celular y produciéndose, por tanto, un incremento de la [Ca2+]i, que puede 

transmitirse en forma de ondas favoreciendo la activación de los efectores sensibles a 

Ca2+, lo que supone una respuesta al estímulo. Tras la respuesta, las bombas y canales 

vuelven a extruir el Ca2+ del citosol para recuperar la concentración de las condiciones 

basales. Estos eventos espaciotemporales de entrada y salida de Ca2+ son los que 
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marcan la señalización celular del Ca2+ (Martin-Romero et al., 2018). También es 

importante tener en cuenta el nivel de Ca2+ extracelular, ya que éste es importante como 

señal fisiológica (Riccardi, 1999). Además, en casos particulares, la extrusión de Ca2+ 

desde el interior celular puede ser una señal extracelular para las células vecinas y 

generar en ellas una señal intracelular, coordinando así la actividad de las mismas (Hofer 

et al., 2000). 

 

1.1. Activación de mecanismos que incrementan los niveles de Ca2+ citosólico. 
 

En la mayoría de las células, la activación de receptores fisiológicos genera 

oscilaciones repetitivas de la [Ca2+]i mediadas por la liberación de Ca2+ desde el retículo 

endoplasmático (RE) (Berridge et al., 2000, Putney and Bird, 2008). Estas señales de 

Ca2+ confieren a la célula una especificidad, sensibilidad y precisión únicas en la 

activación de cascadas de señalización con diversas funciones (Berridge, 2007). Los 

mecanismos que incrementan los niveles de Ca2+ citosólico en respuesta a un estímulo 

incluyen los canales localizados en el RE y en la membrana plasmática (Berridge et al., 

2000). 
Los depósitos intracelulares de Ca2+ más importantes están en el sistema de 

membranas del RE o su equivalente en células musculares, el retículo 

sarco(endo)plasmático (RS). El vaciado de estos depósitos está regulado por varios 

canales, siendo los más estudiados el receptor del inositol-1,4,5-trisfosfato (IP3R) y el 

receptor de rianodina (RyR) (Berridge, 1993, Clapham, 1995). El principal activador de 

estos canales es la propia [Ca2+]i en un proceso denominado vaciado de Ca2+ inducido 

por Ca2+. Además, la apertura de los IP3R es inducida por un segundo mensajero, el IP3. 

Dicha movilización de Ca2+ es generada por ligandos que actúan sobre receptores de la 

membrana plasmática acoplados a la fosfolipasa C (PLC-β o PLC-γ). Estas fosfolipasas 

liberan IP3 a partir de fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP2). El IP3 se une entonces al IP3R 

localizado en el RE donde desencadena la liberación de Ca2+ desde el lumen del RE al 

citosol (Streb et al., 1983, Berridge, 2005) (Figura 1). 
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Figura 1. Vaciado de depósitos de Ca2+ por activación de los receptores de IP3. La interacción 

con una molécula señalizadora activa receptores de la membrana plasmática asociado a proteínas 

G triméricas. La subunidad α de la proteína G se disocia activando a la fosfolipasa C-β, que escinde 

el fosfatidil inositol 4,5-bisfosfato (PIP2) en diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3). El 

IP3 soluble en el citosol activa receptores de IP3 en la membrana del RE, que actúan como canal 
de Ca2+ provocando el vaciado transitorio de los depósitos intracelulares.  

   

En el caso de las células musculares, los canales RyR constituyen un sistema muy 

especializado responsable del vaciado de los depósitos intracelulares de Ca2+ (RS) 

implicados en el proceso de contracción-relajación muscular (Meissner, 1994). En este 

caso, los canales de RyR se activan mediante un cambio conformacional de los canales 

sensibles a voltaje de tipo L (canales sensibles a dihidropiridinas) presentes en la 

membrana plasmática de la célula muscular y que se activan tras la despolarización de 

dicha membrana. Una vez activados, cambian su conformación, permiten la entrada de 

Ca2+ desde el exterior celular e inducen la alteración conformacional del receptor de RyR 

por interacción directa entre ambos, permitiendo el vaciado del RS y consiguiendo un 

aumento en la concentración de Ca2+ citosólico (Meissner, 1994). En células no 

musculares, como es el caso de neuronas, se ha descrito que para la apertura de los 

canales RyR, éstos necesitan ser estimulados por ADP ribosa cíclica (cADPR) (Clapper 

et al., 1987, Berridge, 1998). 
En cuanto a los canales que aumentan los niveles de Ca2+ libre intracelular 

localizados en la membrana plasmática, los más conocidos son los canales de Ca2+ 
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sensibles a voltaje (VOCCs, voltage-operated calcium channels) que se activan por la 

despolarización de la membrana (Catterall, 1998). Dentro de este grupo de canales se 

diferencian distintos tipos entre los que destacamos los canales de tipo L, N, P/Q 

(Antkiewicz-Michaluk, 1999). En neuronas, los canales VOC de tipo L se encuentran 

localizados principalmente en el soma de la célula en la zona proximal de las dendritas y 

se consideran los responsables de inducir señales de Ca2+ necesarias para la activación 

de genes (Miljanich and Ramachandran, 1995). Además, los canales VOC de tipo N y 

P/Q están localizados en las hendiduras sinápticas ya que su función principal es la de 

provocar cambios localizados en los niveles de Ca2+ que sirvan como señal para la 

liberación de los neurotransmisores (Berridge et al., 2000). 

Se han descrito otros canales que son activados por la unión de un agonista al 

dominio extracelular del canal. Estos canales, denominados ROCs (receptor-operated 

calcium channels), son estructural y funcionalmente diferentes, siendo particularmente 

abundantes en células secretoras y terminales nerviosas. Los ROCs más conocidos son 

los activados por la unión de glutamato, ATP, serotonina y acetilcolina (Cavero and 

Spedding, 1983). 

Otros canales que se activan por la unión ligando-receptor son los canales sensibles 

a diacilglicerol (DAG) (Hofmann et al., 1999) y ácido araquidónico (Broad et al., 1999, 

Mignen and Shuttleworth, 2000). Adicionalmente, en algunos tipos de células que 

responden a una deformación celular se han identificado canales de Ca2+ activados 

mecánicamente (Boitano et al., 1992). 

En la membrana plasmática también se ha descrito la presencia de unos canales 

de Ca2+ activados por el vaciado de los depósitos intracelulares, llamados canales 

sensibles al vaciado de depósitos (SOCs, store-operated calcium channels), 

responsables del proceso conocido como entrada capacitativa de Ca2+ o entrada de Ca2+ 

regulada por depósitos intracelulares (SOCE, store-operated calcium entry) (Putney, 

1986). Este proceso fue inicialmente estudiado en una amplia variedad de tipos celulares, 

principalmente células no excitables (Putney et al., 2001, Berridge, 1995, Parekh and 

Penner, 1997) y hoy en día se considera que el mecanismo de entrada de Ca2+ regulado 

por depósitos intracelulares (SOCE) es un modulador primario de la dinámica intracelular 

del ion Ca2+. Posteriormente, se ha mostrado que SOCE desempeña un papel fisiológico 

importante en células excitables y se ha demostrado la existencia de dicho proceso en 

neuronas (Putney, 2003).  
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1.2. Mecanismos que restauran los niveles basales de Ca2+ intracelular. 

Una vez que el Ca2+ ha desempeñado su función, éste es rápidamente eliminado 

del citosol hasta volver a los niveles de Ca2+ libre en reposo. Los principales mecanismos 

de restauración de la concentración de Ca2+ libre intracelular son las bombas de Ca2+ 

(Pozzan et al., 1994), como las Ca2+-ATPasas de la membrana plasmática, que bombean 

Ca2+ desde el citosol al medio extracelular (Gill et al., 1981), y las Ca2+-ATPasas del RE, 

que transportan Ca2+ desde el citosol al interior de dicho orgánulo (Hasselbach, 1964, 

Ebashi et al., 1969) y es sensible a tapsigargina. Además de estas enzimas, los 

intercambiadores iónicos de la membrana plasmática, como es el caso del intercambiador 

Na+/Ca2+, desempeñan un importante papel en este proceso extruyendo Ca2+ al exterior 

celular (Blaustein, 1982, Blaustein and Lederer, 1999).  

En la mitocondria también actúa otro mecanismo de restauración de los niveles de 

Ca2+ basales, ya que importa Ca2+ a su interior a través de un unitransportador de Ca2+ 

presente en la membrana mitocondrial (Budd and Nicholls, 1996, Jouaville et al., 1995, 

Duchen, 1999). En el aparato de Golgi encontramos la Ca2+-ATPasa de vías secretoras 

tipo I (SPCA1), insensible a tapsigargina y reguladora de la frecuencia de oscilaciones de 

Ca2+, como se ha descrito en células HeLa (Van Baelen et al., 2003). Esta Ca2+-ATPasa 

desempeña un papel clave en el almacenamiento de Ca2+ en tejidos tan dispares como 

cerebro, aorta y testículos (Wootton et al., 2004). Además su ausencia conlleva 

alteraciones en el tráfico vesicular y puede ocasionar el fraccionamiento del aparato de 

Golgi (Micaroni et al., 2010). Por otra parte, su elevada presencia en cerebelo sugiere que 

contribuye potencialmente junto con la SERCA y PMCA a la regulación de los niveles de 

Ca2+ encargados del control de neurotransmisión en estas áreas con alta concentración 

de sinapsis (Sepulveda et al., 2005, Sepulveda et al., 2007).   

 

2. ENTRADA DE CALCIO REGULADA POR DEPÓSITOS INTRACELULARES 
(SOCE). 
 

2.1. Principios del mecanismo. 
 

Las bases moleculares de este proceso se identificaron gracias a experimentos 

basados en el estudio de fotorreceptores de Drosophila melanogaster, en los cuales se 

observó un proceso de entrada de Ca2+ con propiedades similares a las asociadas con 

SOCE (Selinger et al., 1993, Hardie and Minke, 1993). Mediante estudios de biología 

molecular en Drosophila se comprobó que aquellas estirpes mutadas en genes trp 

(Transient Receptor Potential) presentaban deficiencias en la entrada de Ca2+ activada 

por estimulación luminosa (Phillips et al., 1992, Montell and Rubin, 1989, Wong et al., 
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1989). Al mismo tiempo se ha observado que la expresión de algunos miembros de la 

familia de proteínas TRP en diferentes sistemas producen corrientes de Ca2+ cuando se 

induce el vaciado de los depósitos intracelulares de Ca2+ mediante la inhibición de las 

Ca2+-ATPasas de RE por tapsigargina (Tg). Ambos resultados sugieren que las proteínas 

TRP intervienen en la entrada rápida de Ca2+ desde el exterior celular activada por el 

vaciado de los depósitos intracelulares, es decir, que estas proteínas intervienen en 

SOCE (Petersen et al., 1995, Vaca et al., 1994). Sin embargo, hace una década se 

identificó a la proteína ORAI1 (también conocida como CRACM1) como el principal 

regulador de SOCE. ORAI1 es una proteína de membrana plasmática con cuatro 

dominios transmembranales que constituyen el canal CRAC (corriente de Ca2+ activada 

por liberación de Ca2+) (Vig et al., 2006, Feske et al., 2006, Soboloff et al., 2006, Zhang et 

al., 2006) necesario tanto para activar SOCE como para activar la corriente ICRAC, una 

corriente de Ca2+ muy selectiva a este ion y que no se encuentra influenciada por el 

potencial de membrana plasmática. 

De forma previa al descubrimiento de la proteína ORAI1, se propuso a la proteína 

STIM1 (stromal interaction molecule 1) como un regulador clave en el mecanismo SOCE 

(Liou et al., 2005, Roos et al., 2005). Se ha demostrado que el vaciado de los depósitos 

intracelulares induce la oligomerización de STIM1 (Muik et al., 2008, Wu et al., 2006) y 

que posteriormente, se produce la relocalización de STIM1 en forma de agregados a 

regiones del RE que distan 10-25 nm de la membrana plasmática (yuxtaposiciones RE-

MP), induciendo la apertura de canales  SOC localizados en la MP (Wu et al., 2006). 

Además, se conoce que la oligomerización de STIM1 es el evento clave en su 

relocalización, pues permite de esta forma la activación y apertura de los canales de Ca2+ 

de membrana plasmática activados por depósitos intracelulares (Luik et al., 2008), hecho 

que culmina con la entrada de Ca2+ al interior celular. 

 

2.2. Proteínas STIM. 
 
En humanos hay dos genes que codifican para proteínas STIM: STIM1 y STIM2. El 

gen STIM1 presenta 3 variantes transcripcionales conocidas que generan las proteínas 

STIM1 (canónica), STIM1L (isoforma más larga), y STIM1S (la isoforma más corta). Para 

el gen STIM2, también se han descrito 3 variantes transcripcionales que codifican para 

las proteínas STIM2, STIM2.1 (o STIM2-beta), y STIM2.2 (o STIM2-alfa). En la Tabla I se 

reflejan los códigos de acceso a las secuencias de los genes y variantes transcripcionales 

de las proteínas STIM. 
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Tabla I. Códigos de acceso para los genes y secuencias de referencia para las variantes 
transcripcionales de STIM1 y STIM2.  Tabla adaptada de (Martin-Romero et al., 2018). 
 

Como se ha indicado anteriormente, la proteína STIM1 es un regulador positivo de 

SOCE (Roos et al., 2005, Zhang et al., 2005) y presenta una constante de disociación 

aparente (Kd) por Ca2+ de 250 µM (Stathopulos et al., 2006), de modo que descensos en 

la concentración de Ca2+ intraluminal por debajo de esta Kd son detectados por STIM1. 

STIM2 comparte más de un 60% de identidad con la secuencia de STIM1 y también 

detecta cambios en la concentración de Ca2+ intraluminal, pero con diferente sensibilidad 

ya que la constante de disociación para STIM2 es de ~500 µM, unas 2 veces superior a 

la presentada por STIM1 (Zheng et al., 2008), es decir que STIM2 presenta una menor 

afinidad por Ca2+ y actúa principalmente como regulador de la concentración de Ca2+ en 

situaciones de reposo, mientras que STIM1 activa la entrada de Ca2+  en condiciones más 

severas apareciendo en mayor proporción en las yuxtaposiciones RE-MP en comparación 

con STIM2 (Brandman et al., 2007).  

 

2.3. STIM1: estructura, localización y mecanismo de acción. 
 

2.3.1. Dominios funcionales de la proteína STIM1. 

STIM1 es una proteína de un sólo segmento transmembranal que presenta una 

construcción modular (Roos et al., 2005), con una secuencia primaria polipeptídica de 685 

aminoácidos (Figura 2). Esta proteína presenta su extremo N-terminal hacia el lumen del 

RE, donde se encuentran el dominio EF y el dominio SAM (sterile alpha motif). Las 

proteínas que contienen el dominio EF pueden agruparse en dos categorías funcionales: 

estructurales y reguladoras. La unión del ion Ca2+ al dominio EF con función reguladora 

induce un cambio conformacional en la proteína que es comunicado a otras proteínas 

dianas. Sin embargo, cuando se produce la unión de Ca2+ a un dominio EF con función 

estructural no se induce un cambio conformacional significativo en la proteína, 

funcionando el dominio EF en este caso como tamponador de los niveles de Ca2+. En el 
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caso concreto de STIM1, el dominio EF es un dominio regulador pues está relacionado 

con la oligomerización de la proteína tras la depleción de los niveles de Ca2+ en el lumen 

del RE (Luik et al., 2006, Roos et al., 2005). 

 

 
 
Figura 2. Distribución de dominios de las proteínas STIM1 y STIM2. En ambos paneles se 

observa el dominio luminal del RE (extremo N-terminal) y el dominio citosólico (extremo C-
terminal). En el espacio luminal, ambas proteínas presentan los dominios EF y el dominio SAM. A 

continuación, se encuentra el dominio transmembrana (TM). En el dominio citosólico se encuentran 

los dominios CC (que constituyen el dominio SOAR de unión a ORAI1), además del dominio 

polibásico rico en prolina y serina (P/S). Figura extraída de (Novello et al., 2018). 
 

 

Entre los dominios EF y el transmembranal encontramos la región de 5 hélices 

compactas denominadas SAM, que está implicada en la mediación de interacciones 

proteína-proteína. Este dominio se ha identificado en unas 1300 proteínas, lo que muestra 

el alto grado de versatilidad en sus propiedades funcionales. El dominio SAM puede 

interaccionar con otros dominios SAM de otras proteínas o incluso unirse a proteínas que 

no contengan el dominio SAM. En este último caso, la interacción proteína-proteína media 

un amplio grupo de procesos de señalización celular y regulación transcripcional. 

La porción citosólica de STIM1 incluye dos dominios coiled-coil (CC), una región 

rica en prolinas y serinas, y una región rica en lisinas. El dominio coiled-coil está formado 
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por dos estructuras en alfa hélice que se encuentran cercanas a la zona transmembranal. 

Los dominios CC pueden interactuar entre sí formando homo-oligómeros o hetero-

oligómeros. En esta región aparece un segmento de unos 100 aminoácidos que se unen 

directamente a ORAI1 para activar el canal de Ca2+ y que ha sido denominado CAD 

(CRAC activation domain) o SOAR (STIM1-ORAI1 activation region) (Park et al., 2009, 

Yuan et al., 2009). 

En las regiones más cercanas al extremo C-terminal encontramos una región rica 

en residuos de prolina que incluye además múltiples residuos de serina (Williams et al., 

2001) y próxima a esta región, una secuencia corta de cuatro aminoácidos que 

interacciona con la proteína de unión a microtúbulos EB1 (Grigoriev et al., 2008). Por 

último, en la región más próxima al extremo carboxilo terminal, se encuentra una región 

rica en lisinas que es crítica para la activación de canales de Ca2+ diferentes a ORAI1, 

como los TRPCs (Zeng et al., 2008). 

 

2.3.2. Localización celular de STIM1. 

Como se ha descrito antes, STIM1 es una proteína transmembranal tipo I localizada 

principalmente en el RE, donde desempeña su función fundamental de sensor de Ca2+. 

Sin embargo, mediante experimentos de biotinilación se ha detectado la presencia de 

STIM1 en la superficie celular (Manji et al., 2000, Spassova et al., 2006) en cantidades 

que no exceden del 20% del total de la proteína. Posteriormente, se describió mediante 

microscopía TIRF que STIM1 se aproxima a la membrana plasmática tras la depleción de 

los depósitos intracelulares por el tratamiento con tapsigargina, como resultado de la 

interacción directa de túbulos del RE que contienen STIM1 con dominios de rafts lipídicos 

(balsas lipídicas) de la membrana plasmática (Alicia et al., 2008).  

 

2.3.3. Mecanismo de acción de STIM1. 
 

El estudio y la caracterización de esta proteína confirma la hipótesis del 

“acoplamiento conformacional”, que propone que la activación de los canales SOC de la 

membrana plasmática está regulada por la interacción entre proteínas del RE y 

componentes proteicos de estos canales de Ca2+ en la membrana plasmática (Berridge, 

1995, Irvine, 1990). En estado de reposo, STIM1 se encuentra distribuido uniformemente 

en la membrana del RE, dónde su dominio citosólico se encuentra en un estado 

conformacional cerrado debido a la interacción intramolecular de los dominios CC1a1 y 

CC3 (Muik et al., 2011). En su forma inactiva y de reposo, STIM1 es un dímero (Muik et 

al., 2009), pero tras la disminución de la concentración de Ca2+ en el interior del RE, la 
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disociación del Ca2+ del dominio EF se transmite al dominio SAM, lo que conlleva  la 

activación de la proteína que se muestra en un estado conformacional más extendido y 

formando oligómeros (Liou et al., 2007).  

La oligomerización va seguida de la relocalización de STIM1 en yuxtaposiciones 

discretas de RE-MP (Liou et al., 2007, Muik et al., 2008, Smyth et al., 2008). Este 

acercamiento que permite que STIM1 interaccione con canales SOC localizados en la 

membrana plasmática es dirigido por la proteína de unión a microtúbulos EB1 (Chang et 

al., 2018). En su estado inactivo, STIM1 se encuentra unido a EB1 y presenta gran 

movilidad en la superficie del RE, pero tras su oligomerización/activación y acercamiento 

a la membrana plasmática, STIM1 se disocia de EB1 presentando una escasa movilidad. 

Por otro lado, estudios realizados por nuestro grupo de investigación con células 

HEK293 demuestran que la fosforilación de STIM1 en los sitios diana de ERK1/2 es 

necesaria para la activación de SOCE (Pozo-Guisado et al., 2010). Estos sitios diana 

Ser575, Ser608, y Ser621 son los únicos residuos de STIM1 para los que se conoce la 

quinasa responsable de su fosforilación in vivo. En este sentido, el mecanismo que 

conlleva la disociación de STIM1 de EB1 está regulado por la fosforilación de este grupo 

de serinas adyacentes al sitio de unión de EB1 (Pozo-Guisado et al., 2013). Además, esta 

modulación por fosforilación es reversible, ya que el rellenado de los depósitos 

intracelulares induce la defosforilación de estos residuos (Pozo-Guisado et al., 2013), 

permitiendo de nuevo la unión STIM1-EB1. 

En último término, para la activación de la entrada de Ca2+ por SOCE se requiere la 

interacción física STIM1-ORAI1 y dicha interacción está mediada por el dominio CAD 

previamente nombrado (Park et al., 2009). La estequiometría del complejo STIM1-ORAI1 

se encuentra en el centro de debate, aunque actualmente se acepta la propuesta de un 

ratio 1:1 o 2:1 para estimular la activación del canal (Hoover and Lewis, 2011, Stathopulos 

et al., 2013). 

 

2.3.4. Otros componentes implicados en la interacción STIM1-ORAI1. 
 
Tras la activación del influjo de Ca2+, un feedback negativo mediado por 

Ca2+/calmodulina, controla la entrada excesiva de Ca2+. Este control se lleva a cabo a 

través de una pequeña región de STIM1 (residuos 470-491) con siete aminoácidos 

acídicos y próximo al dominio de unión a CAD (Mullins et al., 2009). En ese mismo estudio 

se identificó otra región de ORAI1 próxima al extremo N-terminal (residuos 68-91) que 

une calmodulina (CaM) de manera dependiente de Ca2+, apoyando el modelo que sugiere 

que Ca2+/CaM se une al extremo N-terminal de ORAI1 para desencadenar su inactivación. 

Además, la Rab GTPasa CRACR2A compite por este sitio de unión en ORAI1 con el 



Introducción  

 45  
 

complejo Ca2+/CaM. Ante bajos niveles de Ca2+ intracelular, CRACR2A estimula la unión 

de STIM1-ORAI1, pero cuando se alcanzan niveles altos de [Ca2+]i, CRACR2A se disocia 

de ORAI1 favoreciendo la inhibición de SOCE mediada por Ca2+/CaM (Srikanth et al., 

2010). 

Otro regulador positivo de SOCE es la proteína STIMATE, la cual se encuentra en 

el RE y es codificada por el gen TMEM110 (Jing et al., 2015). Cuando el Ca2+ se disocia 

del dominio EF de STIM1, el cambio conformacional a una estructura más extendida de 

STIM1 facilita la unión entre STIMATE y su dominio CC1. En el contexto opuesto, 

encontramos a la proteína SARAF que también reside en el RE y que se ha descrito como 

un regulador negativo de SOCE de manera dependiente de Ca2+ (Palty et al., 2012). En 

este sentido, un dominio inhibitorio conservado en el extremo C-terminal de STIM1 

(residuos 448-530) y denominado CTID es el responsable de esta inhibición, ya que 

facilita el acceso de la proteína SARAF a la región SOAR o CAD, inhibiendo SOCE. 

Otros reguladores adicionales del complejo STIM1-ORAI1 son las septinas (Sharma 

et al., 2013), RASSF4 (Chen et al., 2017) y cortactina (Lopez-Guerrero et al., 2017b). 

Estas proteínas favorecen el acercamiento de la proteína STIM1 a los parches de 

membrana plasmática, donde STIM1 se une a ORAI1 y permite la activación de SOCE. 

 

3. CANALES OPERADOS POR VOLTAJE EN LA SEÑALIZACIÓN POR Ca2+. 
 

Como su propio nombre indica, los canales operados por voltaje (VOCs) permiten 

la entrada de Ca2+ al citosol tras producirse un cambio en el potencial de membrana 

plasmática. En general, estos canales están cerrados cuando la membrana está 

hiperpolarizada y se activan tras la despolarización de la misma. La función esencial de 

estos canales es la transducción de los cambios de potencial de membrana en señales 

transitorias de Ca2+ intracelular que desencadenan multitud de procesos fisiológicos 

(Berridge, 2014). 

Así, en células cardíacas y de músculo liso, la activación de estos canales de Ca2+ 

inicia la contracción de forma directa por el incremento de la [Ca2+]i y de forma indirecta 

por la activación de los canales de rianodina sensibles a Ca2+ del retículo 

sarcoendoplasmático (Reuter, 1979, Tsien, 1983, Bers, 2002). En células del músculo 

esquelético, los canales de Ca2+ operados por voltaje situados en los túbulos 

transversales de las membranas interaccionan directamente con el receptor de rianodina 

tipo I (RYR1), desencadenando la liberación de Ca2+ desde el retículo sarcoendoplásmico 

e iniciando la contracción rápida (Catterall, 1991, Tanabe et al., 1993). Estos mismos 

canales median una lenta conductancia de Ca2+ lo cual incrementa su concentración 

citosólica y permite regular la fuerza de contracción en respuesta a impulsos nerviosos 
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repetitivos (Catterall, 1991). En las células endocrinas, los VOCs median la entrada de 

Ca2+ permitiendo la secreción de hormonas (Yang and Berggren, 2006). Por otro lado, en 

las células neuronales estos son los canales responsables del inicio de la transmisión 

sináptica (Tsien et al., 1988, Dunlap et al., 1995, Catterall and Few, 2008). Además, en 

muchos tipos celulares esta entrada de Ca2+ al citosol a través de los VOCs regula no 

solo diferentes actividades enzimáticas sino que también se ve regulada la expresión 

génica (Flavell and Greenberg, 2008). 

 

3.1. Clasificación de los canales de Ca2+ operados por voltaje (VOCs). 
 
Generalmente los canales de Ca2+ operados por voltaje se dividen en tres familias: 

CaV1, CaV2 y CaV3. La familia CaV1 comprende a los denominados canales tipo L, que 

generan corrientes de Ca2+ de larga duración, características en células del músculo 

esquelético, cardíacas, neuronales y endocrinas. La familia CaV2 comprende a los 

canales tipo N, P/Q y R, que se localizan principalmente en el sistema nervioso y están 

involucrados en la transmisión sináptica. La familia CaV3 la constituyen los canales tipo 

T, que se caracterizan por cinéticas de Ca2+ más transitorias que las producidas por los 

canales tipo L. Los canales de tipo T generan corrientes que regulan funciones esenciales 

en el nódulo sinoatrial, además de intervenir en el control de la secreción en las células 

adrenales, la ritmicidad neuronal, la reacción acrosómica espermática y la proliferación 

celular (Berridge, 2014). 

Todos estos canales presentan una cierta similitud estructural al ser todos ellos 

canales formados por un complejo multimérico donde el principal componente es el poro 

formado por la subunidad a1, que es codificada por 10 genes distintos, lo que permite 

generar diferentes isoformas, cada una asociada específicamente a uno de los diez 

canales operados por voltaje que se conocen (ver Tabla II). Además, esta subunidad a1 se 

asocia a otras subunidades (a2, b, d, g) lo que también confiere una diversidad estructural 

y funcional a los distintos tipos de canales. Así, por ejemplo, la subunidad g parece estar 

asociada predominantemente con los canales tipo L. 

Aparte de sus propiedades moleculares, la mejor forma de distinguir estos canales 

es usar el criterio farmacológico, ya que algunos de ellos son muy sensibles a ciertas 

toxinas y fármacos. Esta sensibilidad específica presente en algunos VOCs refleja el 

hecho de la alta variabilidad estructural de estos canales al estar constituidos por 

diferentes subunidades moleculares (Berridge, 2014). La Tabla II recoge las diferentes 

familias y subtipos de canales de Ca2+ operados por voltaje. 
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Familia (gen) 

 
Tipo de 

corriente 

 

Isoforma a1 

 
Farmacología 

 
Distribución 

CaV1         
CaV1.1(CACNA1S)     L       a1S Dihidropiridina Músculo esquelético y 

SNC 
CaV1.2(CACNA1C)     L       a1C Dihidropiridina Corazón, SNC y células 

endocrinas 
CaV1.3(CACNA1D)     L       a1D Dihidropiridina               SNC  

    células endocrinas 
CaV1.4(CACNA1F)     L       a1F          _               Retina 
CaV2     
CaV2.1(CACNA1A)    P/Q       a1A    w-Agatoxina                SNC  

   Unión neuromuscular  
CaV2.2(CACNA1B)     N       a1B    w-Conotoxina                SNC  

   Unión neuromuscular 
CaV2.3(CACNA1E)     R       a1E     SNX-482                SNC  

   Unión neuromuscular 
CaV3     
CaV3.1(CACNA1G)     T       a1G    Kurotoxina    SNC, corazón y  

    músculo liso 
CaV3.2(CACNA1H)     T       a1H    Kurotoxina 

   Mibefradil 
SNC, corazón, hígado, 
riñón, zona glomerulosa 

CaV3.3(CACNA1I)     T       a1L           _                 SNC 
 
Tabla II. Clasificación de los distintos canales de Ca2+ operados por voltaje. Esta clasificación 

se hace en función de su familia, gen, tipo de corriente, tipo de subunidad a1, toxina/fármaco 

antagonista y distribución tisular. (*SNC: Sistema Nervioso Central). Tabla adaptada de (Berridge, 

2014). 
 

Familia de canales de Ca2+ operados por voltaje tipo L: canal CaV1.2. 
 

Como se ha citado anteriormente, esta familia de canales se expresa ampliamente 

en células musculares, endocrinas y nerviosas. Una de las propiedades más importantes 

de estos canales es que son de lenta inactivación, es decir, mantienen la respuesta ante 

una despolarización sostenida o repetitiva. Por ello desempeñan un papel esencial en 

procesos como la contracción muscular, la secreción hormonal y la activación génica, en 

los que se requieren señales mantenidas de Ca2+ durante largos períodos de tiempo. 

Los canales tipo L son activados con una despolarización de -30 mV, y una vez 

activados, estos canales muestran una alta conductancia (~25 pS), transportando ~1000 

Ca2+/ms. Dentro de esta familia de canales tipo L podemos diferenciar 4 tipos de canales 

codificados por distintas subunidades a1, presentando diferentes funciones y distribución 

tisular como se describe en la Tabla II. 

3.2. 
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Los canales tipo L CaV1.2 se localizan en el corazón, el músculo liso y las neuronas. 

A diferencia de los canales CaV1.1 que pertenecen a la misma familia y actúan en el 

músculo esquelético mediante un acoplamiento directo al receptor de rianodina tipo 1 

(RYR1), la función de los canales CaV1.2 es permitir la entrada de Ca2+ que active 

diferentes rutas de señalización dependientes de Ca2+. En las células del corazón, estos 

canales CaV1.2 juegan un papel central en el proceso de excitación-contracción al generar 

el breve pulso de Ca2+ requerido para la activación de los receptores de rianodina tipo 2 

(RYR2) a través de un proceso denominado liberación de Ca2+ activado por Ca2+ (CICR, 

Ca2+-induced Ca2+-release). 

Dada la relevancia de estos canales, una mutación de ganancia de función en el 

gen CACNA1C que codifica para la subunidad a1C de CaV1.2, causa el síndrome de 

Timothy, que es una enfermedad multisensorial caracterizada por arritmias cardíacas, 

alteraciones en el desarrollo, deficiencia inmune y alteraciones en el comportamiento que 

lo asemejan al autismo. Además, CACNA1C es un gen asociado a la esquizofrenia y se 

ha vinculado con el desorden bipolar y otras alteraciones psiquiátricas. 

 

3.3. Interacción STIM1-CaV1.2 en la regulación de la entrada de Ca2+. 
 
La entrada de Ca2+ desde el exterior celular a través de canales SOC como ORAI1 

y canales operados por voltaje como CaV1.2 es esencial para el desarrollo de muchos 

procesos celulares, pero la transducción de las señales de Ca2+ producidas por estos 

canales requiere de una modulación coordinada y, en este aspecto, la proteína STIM1 

lleva a cabo un control recíproco de ambos canales (Park et al., 2010, Wang et al., 2010). 

Ya hemos descrito que STIM1 es el principal activador de canales SOC tras el 

vaciado de depósitos intracelulares de Ca2+ como el RE, gracias a la interacción del 

dominio SOAR de STIM1 con ORAI1. Por medio de esta misma región (SOAR) STIM1 se 

une al extremo C-terminal del canal CaV1.2 inhibiéndolo de forma directa y potenciando 

además la internalización de este canal desde la membrana (Figura 3). Hasta ahora se 

desconoce si ORAI1 y CaV1.2 interaccionan de algún modo, pero sí parece estar claro el 

papel que desempeña STIM1 como agonista y antagonista en la regulación de la entrada 

de Ca2+ extracelular mediante este control coordinado de ambos canales (Park et al., 

2010). 

No obstante, esta no es la única interacción de STIM1 con canales VOC, ya que en 

cardiomiocitos, concretamente en células HL-1, se ha observado que la proteína STIM1 

inhibe directamente al canal de tipo T CaV3.1 y reduce su expresión en la superficie de 

las células (Nguyen et al., 2013).  
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Figura 3. Regulación coordinada de los canales ORAI1 y CaV1.2. Panel izquierdo: modulación 

de la proteína STIM1 en condiciones basales (Ca2+ unido al dominio EF) en las que ORAI1 está 

inactivo y se permite la entrada de Ca2+ por los canales CaV1.2 y CaV1.3. Tras el vaciado del RE, 

STIM1 se aproxima a la membrana plasmática para activar el canal ORAI1 e inhibir la acción de 
los canales CaV1.2 y CaV1.3. Panel derecho: esquema de los sitios de interacción de STIM1 y la 

región C-terminal de CaV1.2. Las regiones CAD (residuos 342-448) o SOAR (344-442) de STIM1 

interaccionan con la región C-terminal (1809-1908) de CaV1.2. (Harraz and Altier, 2014). 
 

 

4. LOS RECEPTORES DE IP3 EN LA MOVILIZACIÓN DEL Ca2+ INTRACELULAR.  
 

Los receptores de inositol-1,4,5-trisfosfato (IP3Rs) constituyen el principal 

mecanismo de movilización de Ca2+ desde reservorios intracelulares como el RE y su 

función es clave para la señalización por Ca2+. En la activación de estos canales 

intervienen dos mensajeros, el IP3 que genera la fosfolipasa C a partir de PIP2 (como se 

indicó en el apartado 1.1 de esta Introducción) y la propia concentración de Ca2+ citosólico. 

Aunque estos receptores se localizan principalmente en la membrana del RE, también se 

encuentran en otras localizaciones celulares, como en las vesículas secretoras de células 

neuroendocrinas (Yoo et al., 2000) y en la membrana plasmática (Dellis et al., 2006).  

Como hemos mencionado, los principales reguladores de estos receptores son el 

Ca2+ y el IP3, que cooperan por un mecanismo complejo y no totalmente descrito, aunque 

se conoce que la unión de IP3 al sitio de unión específico de estos receptores provoca un 

cambio conformacional que facilita la exposición del sitio de unión para Ca2+, siendo la 

consiguiente unión del Ca2+ la que activa el canal y desencadena su apertura. Este control 

dual de los receptores por IP3 y Ca2+ implica su importancia en múltiples funciones de la 
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señalización celular. Estos receptores pueden aparecer como homo- o heterotetrámeros 

y en su estructura diferenciamos 3 regiones principalmente: la región transmembrana 

(TM) que presenta 6 dominios transmembranales, la región del poro del canal situado 

entre los dominios TM5 y TM6, y una larga región N-terminal que presenta un dominio de 

unión a IP3 en la parte final y que conecta con el dominio TM1 por medio de un dominio 

regulador. Este último es el encargado de transmitir el cambio conformacional que se 

produce tras la unión de IP3 y que permite la unión de Ca2+ previa a la apertura del canal. 

El efecto del Ca2+ como segundo mensajero en estos receptores es bimodal, ya que es 

estimulador frente a bajos niveles de Ca2+ pero es inhibidor a concentraciones superiores 

a 300 nM (Berridge, 2014). 

Se conocen 3 isoformas de receptores de IP3: IP3R1, IP3R2 e IP3R3, codificadas por 

distintos genes (ITPR1, ITPR2 e ITPR3), y que aunque presentan similitud en la estructura 

y propiedades, muestran diferentes funciones en la señalización celular y se expresan en 

distinto grado en diferentes tipos celulares (Foskett et al., 2007). Las tres isoformas tienen 

capacidad de unión a IP3 pero con diferente afinidad (IP3R2> IP3R1> IP3R3), con una 

diferencia de más de 10 veces entre IP3R2 e IP3R3. El responsable de esta diferencia de 

afinidad es el dominio supresor, ya que los centros de unión de las tres isoformas 

presentan la misma afinidad por IP3 (Iwai et al., 2007). Por otro lado, las tres isoformas 

difieren en la cinética generada por el Ca2+ transportado y esta variabilidad está 

influenciada por moduladores endógenos como el IP3, el ATP y el propio Ca2+. Así, el 

IP3R1 se caracteriza por oscilaciones de Ca2+ rápidas y puntuales, mientras que la 

activación del IP3R2 genera oscilaciones de Ca2+ más robustas y duraderas. El IP3R3 no 

genera oscilaciones y se caracteriza por generar una única y sostenida señalización 

transitoria de Ca2+ (Miyakawa et al., 1999). Aunque las tres isoformas se distribuyen 

ampliamente por todos los tejidos, cabe destacar su mayor expresión en el cerebelo, en 

especial la isoforma IP3R1 en el soma de las células de Purkinje. Esta isoforma se 

concentra también en las neuronas de la región CA1 del hipocampo, en el núcleo 

caudado, el putamen y la corteza cerebral (Matsumoto et al., 1996). 

Por último, se debe reseñar que en la activación de los receptores de IP3 además 

del propio IP3 y el Ca2+, pueden intervenir un gran número de reguladores fisiológicos y 

farmacológicos, tanto a nivel transcripcional como post-transcripcional, así como una 

modulación por fosforilación, un evento complejo, ya que los efectos de esta fosforilación 

pueden resultar tanto en incrementos como descensos de la tasa de liberación de Ca2+ 

(Berridge, 2014). 
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5. EL PAPEL DE LA MITOCONDRIA EN LA SEÑALIZACIÓN POR Ca2+. 
 

En la señalización y movilización del Ca2+ intracelular algunos orgánulos 

subcelulares desempeñan una función fundamental actuando como reservorios de este 

ion y manteniendo unos niveles adecuados de Ca2+ citosólico, necesarios para la 

supervivencia celular. En este aspecto, el retículo endoplasmático (RE), por ser el 

principal reservorio de Ca2+ intracelular, y la mitocondria, por su estrecha relación con el 

RE en el tamponamiento de Ca2+, son los dos orgánulos más importantes. En estado de 

reposo la [Ca2+] en el RE es ~600 µM mientras que en la mitocondria es de 0.2 µM, pero 

tras la activación de los canales de Ca2+ de la membrana plasmática los niveles de Ca2+ 

mitocondrial se pueden incrementar hasta 10 µM en células excitables como las neuronas 

(Rizzuto and Pozzan, 2006). En la mitocondria encontramos principalmente dos 

transportadores de Ca2+: el uniportador de Ca2+ mitocondrial (MCU), un canal de Ca2+ 

activado por Ca2+ responsable de la captación de Ca2+ mitocondrial (De Stefani et al., 

2011, Baughman et al., 2011) y el intercambiador mitocondrial Na+/Ca2+ (NCLX), que 

media la salida de Ca2+ desde la mitocondria en un intercambio con Na+ (Palty et al., 

2010). Dado que la concentración de Ca2+ dentro de la matriz mitocondrial es muy próxima 

a la del citosol (100 nM), no existe un gradiente electroquímico para el transporte de Ca2+. 

Sin embargo, la fosforilación oxidativa que se produce en la mitocondria y la consiguiente 

exportación de H+ genera un importante potencial de membrana mitocondrial (Dy  de -

180 mV) que provoca un incremento de la concentración de Ca2+ libre citosólico 

suficientemente largo y mantenido para activar el transportador MCU y favorecer así la 

captación de Ca2+ mitocondrial, pudiendo alcanzar por momentos una concentración de 

Ca2+ en el intervalo micromolar (Montero et al., 2000). 

Por otro lado, la modulación por Ca2+ es clave en la respiración mitocondrial, ya que 

enzimas como la piruvato deshidrogenasa, la NAD+-isocitrato deshidrogenasa o la a-

cetoglutarato deshidrogenasa, implicadas en el ciclo de Krebs, requieren Ca2+ para su 

activación (Denton, 2009). Además, la concentración de Ca2+ mitocondrial regula 

procesos como el intercambio ATP/ADP, el intercambio ATP/Pi y la fosforilación de ADP 

por F0/F1 ATPasa (Tarasov et al., 2012). Finalmente, las mitocondrias pueden actuar 

como reguladores de las señales de Ca2+ citosólicas como se ha observado en linfocitos 

T, dónde no sólo actúan de tamponadoras frente al exceso de Ca2+ sino que modulan el 

ratio de la entrada de Ca2+ operada por depósitos intracelulares o SOCE (Hoth et al., 

2000). En este sentido, se ha observado que la captación de Ca2+ mitocondrial tras la 

activación de MCU es crítica para la activación de SOCE dependiente de STIM1-ORAI1 

(Naghdi et al., 2010) al mantener las oscilaciones de Ca2+ citosólicas actuando como 

reservorio intracelular. Otro aspecto crítico en la modulación de SOCE por parte de la 
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mitocondria es la actividad del intercambiador Na+/Ca2+, ya que un fallo en la extrusión de 

Ca2+ mitocondrial por parte de este transportador, favorece la generación de especies 

reactivas del oxígeno (ROS) que pueden oxidar la cisteína 195 de ORAI1 (C195) 

motivando la inactivación del canal (Figura 4) y por tanto, la inactivación de SOCE (Ben-

Kasus Nissim et al., 2017). 

 

 
 

Figura 4. Control mitocondrial de la entrada de Ca2+ operada por depósitos intracelulares. 
La captación de Ca2+ mitocondrial por el transportador MCU y la extrusión de dicho Ca2+ por 

intercambio con Na+ favorecen que tras el vaciado de los depósitos intracelulares STIM1 

interaccione con ORAI1 y active la entrada de Ca2+ a través de SOCE. Sin embargo, esta entrada 

de Ca2+ se ve limitada cuando un exceso de captación de Ca2+ mitocondrial y un fallo en su 

extrusión por NCLX favorece la generación de ROS y la oxidación de la cisteína 195 de ORAI1 
inactivando el canal (Villalobos et al., 2018). 

 

Por otro lado, la interacción entre el RE y las membranas mitocondriales, que viene 

definida por una distancia entre orgánulos inferior a 30 nm, se encuentra involucrada en 

numerosos procesos fisiológicos, como la síntesis de lípidos, el tamponamiento o 

transferencia de Ca2+ por acoplamiento RE-mitocondria, la formación de autofagosomas, 

entre otros (Lombardi and Elrod, 2017). De todos ellos, la transferencia de Ca2+ o 

tamponamiento entre el RE y la mitocondria se considera la función más relevante  por la 

importancia del Ca2+ en la señalización celular. Se estima que la liberación de Ca2+ desde 

el RE incrementa la concentración de Ca2+ local en las regiones de interacción RE-
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mitocondria en más de 20 veces en comparación con el resto del citosol (Csordás et al., 

1999). 

Se han propuesto tres funciones fisiológicas diferentes en base a la transferencia 

de Ca2+ desde el RE a la mitocondria: 1) en la matriz mitocondrial se encuentran enzimas 

dependientes de Ca2+ que podrían requerir el Ca2+ captado por la mitocondria para su 

activación; 2) un exceso de Ca2+ en el citosol es considerado tóxico, por ejemplo tras la 

activación del receptor de IP3 la mitocondria puede captar Ca2+ y actuar como tamponador 

evitando el exceso de Ca2+ citosólico; 3) un exceso de Ca2+ mitocondrial puede actuar 

como desencadenante de la muerte celular apoptótica debido a la apertura del poro 

mitocondrial de permeabilidad transitoria (Helle et al., 2013). 

Así, la importancia funcional de los microdominios de Ca2+ es especialmente 

evidente en la regulación de la liberación de neurotransmisores durante la sinapsis para 

una correcta comunicación neuronal (Kwon et al., 2016, Heidelberger et al., 1994). Por 

ello, estructuras que intervienen en la interacción RE-mitocondria como el complejo 

proteico PDZD8 en mamíferos, y que es ortólogo al complejo ERMES de levaduras, se 

consideran de vital importancia para la captación de Ca2+ por parte de la mitocondria y la 

generación de microdominios de Ca2+ en las dendritas neuronales (Hirabayashi et al., 

2017). 

 

6. SEÑALIZACIÓN POR Ca2+ EN LA FUNCIÓN NEURONAL. 
 

Como se ha indicado anteriormente, el ion Ca2+ desempeña un papel esencial en 

multitud de procesos celulares entre los que se incluyen la transmisión sináptica, la 

liberación de neurotransmisores y la señalización requerida para la generación del 

aprendizaje y la memoria. La desregulación del flujo de Ca2+  ha sido descrito como 

principal responsable en muchas enfermedades autoinmunes y neurodegenerativas 

(Mukherjee and Brooks, 2014). Se encuentra aceptado que estas enfermedades pueden 

deberse principalmente a dos alteraciones o cambios en las vías de señalización por Ca2+: 

(1) algunas enfermedades se han vinculado a mutaciones en componentes específicos 

de la señalización por Ca2+, y (2) de forma alternativa se ha mostrado que hay cambios 

en la función neuronal que son causados por alteraciones fenotípicas que traen consigo 

un remodelado del sistema de señalización por Ca2+.  
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6.1. STIM1 y SOCE en la función neuronal. 
 
La proteína STIM1 se distribuye y expresa ampliamente en el cerebro. Además, es 

conocido que, al igual que ocurre en otros tipos celulares y tejidos, en el tejido cerebral 

STIM1 se activa tras el vaciado de depósitos intracelulares de Ca2+ (Klejman et al., 2009, 

Skibinska-Kijek et al., 2009). La primera relación de STIM1 con la función neuronal se 

propuso para neuronas de Drosophila melanogaster, y tras la descripción de esta proteína 

como el principal regulador de SOCE, se corroboró que STIM1 era requerido para el 

desarrollo de un vuelo normal y estaba asociado con los patrones de activación rítmica 

en motoneuronas que controlan el vuelo (Venkiteswaran and Hasan, 2009). Además, se 

estableció que SOCE regula la movilización espacial y temporal de Ca2+ en los conos 

fotoreceptores de vertebrados, sugiriendo un papel en la generación de señales 

excitatorias en la retina (Szikra et al., 2009). 

Por otro lado, se conoce que el receptor metabotrópico de glutamato tipo 1 

(mGluR1) es uno de los receptores más abundantes en el sistema nervioso de mamíferos, 

siendo especialmente abundante en las neuronas de Purkinje de la corteza del cerebelo 

(Lein et al., 2007). Estudios realizados en ratones demuestran que STIM1 es esencial en 

el llenado de los depósitos de Ca2+ y en la transmisión sináptica dependiente de mGluR1 

de neuronas de Purkinje en reposo. Así, la deleción del gen Stim1 en estas neuronas 

impide la transmisión sináptica dependiente de mGluR1 (Hartmann et al., 2014a). En este 

mismo trabajo se estableció que STIM1 es el enlace clave entre los receptores mGluR1 y 

TPRC3, jugando un papel esencial en el control de la señalización por Ca2+ y en la 

transmisión sináptica (Hartmann et al., 2014a).  

 

6.2. Desregulación de la homeostasis del Ca2+ y neurodegeneración.  
 

6.2.1. La hipótesis del Ca2+ en la enfermedad de Alzheimer.  
 
En 1907, el psiquiatra alemán Alois Alzheimer describió una enfermedad, que a 

posteriori llevaría su nombre, a partir de una paciente de 51 años con demencia presenil 

que mostraba atrofia cortical difusa, pérdida de células nerviosas, placas seniles y ovillos 

neurofibrilares (Alzheimer et al., 1995). En la actualidad, los pacientes de esta enfermedad 

se clasifican en tres grupos: Alzheimer de origen temprano (representa sobre un 5% de 

todos los pacientes de Alzheimer), de origen tardío o esporádico (la forma más común de 

la enfermedad), y Alzheimer familiar (FAD, por sus siglas en inglés familial Alzheimer’s 

disease, y que corresponde a menos del 1% de los pacientes). El Alzheimer familiar está 

asociado a genes conocidos, como el gen de la proteína precursora beta-amiloide (APP, 

acceso OMIM 104760), el gen de la apolipoproteína E (APOE, acceso OMIM 107741), los 



Introducción  

 55  
 

genes de las presenilinas 1/2 (PSEN1 y PSEN2, accesos 104311 y 600759) y el gen de 

la macroglobulina alfa-2 (A2M, acceso 103950). Además, la mayoría de los pacientes con 

enfermedad de origen temprano pertenecen al grupo de pacientes de Alzheimer familiar. 

A nivel patológico no hay diferencias significativas entre el Alzheimer esporádico y el 

familiar, aunque los síntomas progresan más rápidamente en este último grupo de 

pacientes (Hardy and Selkoe, 2002). 

La mayoría de las mutaciones observadas en FAD están relacionadas con un 

procesamiento anormal del péptido b-amiloide, lo que supone información importante 

para estudiar y comprender la forma de origen esporádico de la enfermedad. De este 

modo, la base de la hipótesis del Ca2+ para explicar la etiología de la enfermedad de 

Alzheimer es que un metabolismo amiloide anormal o alterado podría inducir un cambio 

en la señalización y homeostasis del Ca2+ citosólico, lo cual desencadena un incremento 

de la muerte neuronal (Berridge, 2011). La formación y almacenamiento de memoria 

durante el día así como su consolidación y borrado por la noche vienen marcadas por dos 

fases: potenciación a largo plazo o duradera (LTP, por sus siglas en inglés long-term 

potentiation) y depresión a largo plazo o duradera (LTD, long-term depression). Las 

fluctuaciones en los niveles de Ca2+ juegan un papel clave en la consolidación de estas 

fases, al regular el almacenamiento de la información y su borrado, siendo ambas figuras 

esenciales en un desarrollo cognitivo normal. Por ello, es factible que la desregulación de 

la señalización mediada por Ca2+ provocada por una alteración del metabolismo amiloide 

potencie mecanismos de borrado de memoria y estimulación progresiva de la pérdida de 

la misma (Berridge, 2010).  

En modelos animales para estudiar la enfermedad de Alzheimer se ha observado 

que la alteración de las vías neuronales de señalización por Ca2+ provocan un incremento 

de los niveles Ca2+ en estado de reposo. Así, se ha observado que la concentración basal 

de Ca2+ en las espinas y dendritas de neuronas piramidales del neocórtex era mayor en 

aquellas neuronas más próximas a los depósitos amiloides (Kuchibhotla et al., 2008). De 

forma similar en ratones 3xTg-AD, que mimetizan las patologías de la enfermedad de 

Alzheimer humana, se observaron unos niveles basales de Ca2+ dos veces superiores a 

los encontrado en individuos control (Lopez et al., 2008). Como consecuencia de la 

elevación sostenida de los niveles de Ca2+ en estado de reposo, se puede llegar al 

remodelado de las vías neuronales de señalización por Ca2+ como consecuencia de la 

formación y liberación de péptidos b-amiloides por la vía amiloidogénica (Figura 5). 
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Figura 5. Metabolismo amiloide y remodelado de las vías de señalización por Ca2+. La 

formación de monómeros b-amiloide (Ab) puede potenciar la entrada de Ca2+ extracelular. 

Además, la liberación del dominio intracelular de la proteína precursora amiloide (AICD) puede 

actuar como un factor de transcripción remodelando el sistema de señalización por Ca2+ y 

generando una elevación de Ca2+ persistente, que se traduce en un descenso de la plasticidad 

sináptica y un incremento de la pérdida de memoria característica en la enfermedad de Alzheimer 

(Berridge, 2010).  

 

Como se observa en la Figura 5, la escisión de la proteína precursor amiloide genera 

péptidos b-amiloides que se agregan para formar complejos de diferentes tamaños, desde 

dímeros y oligómeros hasta llegar a otros más complejos como las placas y protofibrillas. 

Tradicionalmente la investigación se había centrado en la formación de placas amiloideas 

durante la progresión de la enfermedad de Alzheimer; sin embargo, en los últimos años 

se ha comprobado que los péptidos pequeños juegan un papel más importante en la 

disrupción de la señalización por Ca2+ y el consiguiente deterioro de la memoria, ya que 

generan cambios en la entrada y liberación de Ca2+ desde depósitos intracelulares, 

además de potenciar de forma directa la entrada de Ca2+ desde el exterior (Bezprozvanny 

and Mattson, 2008, Kuchibhotla et al., 2008, Sanz-Blasco et al., 2008). 
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6.2.2. STIM1 en el daño y muerte celular neuronal. 
 
Debido a su amplia distribución en tejidos neuronales y su importancia en la 

movilización y señalización por Ca2+, no es sorprendente que las proteínas STIMs tengan 

una relación directa con funciones cognitivas. Además, la alteración de su expresión ha 

sido relacionada con diferentes daños neuronales, de modo que en ratones knock-out 

(KO) con deleciones condicionales de los genes Stim1 y Stim2 en el prosencéfalo se 

observó que la ausencia de la proteína Stim1 producía un leve retraso en el aprendizaje 

de la memoria espacial, algo que no se observaba en los ratones Stim2 KO, pero que se 

acentuaba en el doble KO de Stim1/Stim2 (Garcia-Alvarez et al., 2015). Este efecto se 

explicó basándose en la regulación por fosforilación de (1) la subunidad GluA1 del 

receptor AMPA, en sitios diana para la proteína quinasa A (PKA), (2) el regulador 

transcripcional CREB y (3) el canal CaV1.2, proponiéndose que la desregulación de la ruta 

de señalización AMP cíclico/PKA altera la memoria espacial (Garcia-Alvarez et al., 2015). 

En relación con la propuesta anterior, en el trabajo de (Gruszczynska-Biegala et al., 2016) 

se establece que en células neuronales la proteína STIM1 puede controlar la entrada de 

Ca2+ activada por AMPA, basándose en la interacción física observada de STIM1 con las 

subunidades GluA1/GluA2 de estos receptores. 

Por otro lado, la sobreexpresión de la proteína STIM1 en neuronas de ratones 

transgénicos repercutió en una reducción del período de depresión a largo plazo en 

regiones de hipocampo, así como una reducción de la ansiedad y una mejora en el 

aprendizaje espacial (Majewski et al., 2017), confirmando el papel de esta proteína en la 

modulación de la fuerza sináptica y la formación de la memoria. No obstante, también se 

ha observado en células neuronales del córtex cerebral de ratas que la muerte celular 

causada por lesión axonal difusa viene precedida por un incremento de expresión de 

STIM1 (Li et al., 2013), y en este sentido, en un modelo de lesión cerebral traumática que 

mostraba un significativo incremento de STIM1, el bloqueo de este incremento disminuyó 

la muerte celular apoptótica al reducir la desregulación de la señalización por Ca2+ 

dependiente del receptor mGluR1 (Hou et al., 2015). 

 

6.2.3. Deficiencia de STIM1 y Alzheimer. 
 
Defectos en la actividad de STIM1, ya sea pos su nivel de expresión o por su 

mecanismo de acción, pueden desencadenar una alteración de la movilización del Ca2+ 

intracelular y una desregulación de la homeostasis del Ca2+, provocando fallos en la 

función neuronal. En este sentido, un incremento descontrolado de la cantidad de Ca2+ 

liberado desde el RE es otra de las causas que conlleva a una alteración de la 

señalización por Ca2+ que se observa durante la enfermedad de Alzheimer (Supnet and 
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Bezprozvanny, 2010). Se han observado grandes incrementos en la liberación de Ca2+ 

desencadenada por IP3 en neuronas de ratones que presentan mutaciones en la 

presenilina 1 (PSEN1-M146L y PSEN1-A246E) (Stutzmann et al., 2006, Cheung et al., 

2008). Además, existen evidencias de que mutaciones en la PSEN1 (PSEN1-M146L) y 

en la PSEN2 (PSEN2-N141I) favorecen la interacción con el receptor de IP3 potenciando 

su sensibilidad (Cheung et al., 2008), y en neuronas corticales de ratón con mutaciones 

en las presenilinas se incrementa la actividad de los receptores de IP3 (Cheung et al., 

2010). Esta hipersensibilidad en el mecanismo de liberación de Ca2+ desde depósitos 

intracelulares puede ser ocasionada por la vía amiloidogénica, principal causante del 

remodelado en la señalización por Ca2+ en la enfermedad de Alzheimer (Berridge, 2010) 

y que puede involucrar diferentes rutas de señalización por Ca2+ como se ilustraba en la 

Figura 5. Como hemos mencionado, los oligómeros solubles Ab se consideran moléculas 

tóxicas ya que se ha observado que la muerte neuronal está precedida por una 

hiperactivación aberrante de las vías neuronales de señalización por Ca2+ por parte de 

estos oligómeros (Busche and Konnerth, 2016). Así, por ejemplo, en neuronas de 

hipocampo de ratón se observa una sobrecarga de Ca2+ libre intracelular debido a la 

hiperactivación del receptor mGluR5 por parte oligómeros Ab (Zhang et al., 2015). 

Con respecto a la proteína STIM1, se conoce que el complejo proteico gamma-

secretasa (cuya subunidad catalítica es la presenilina) interacciona con STIM1 en células 

de neuroblastoma SH-SY5Y, en fibroblastos de piel de pacientes con Alzheimer familiar 

y en cultivos primarios de neuronas corticales de ratón (Tong et al., 2016). En este mismo 

estudio se demostró que cultivos de neuronas de hipocampo que expresan la mutación 

PSEN1-M146L muestran una reducción de las espinas dendríticas junto con una 

disminución de SOCE. Como los defectos anteriores se suprimieron al sobreexpresar la 

proteína STIM1 o al inhibir la actividad del complejo gamma-secretasa, los autores 

hipotetizaron que STIM1 podía constituir un sustrato para el complejo gamma-secretasa 

(Figura 6). Finalmente, estos investigadores demostraron que el dominio transmembrana 

de STIM1 presenta un sitio diana para la actividad proteolítica del complejo gamma-

secretasa y que la atenuación de SOCE en las neuronas que presentan la mutación 

PSEN1-M146L podría ser debido a una elevada proteólisis de STIM1 (Tong et al., 2016). 
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Figura 6. Mutaciones en la PSEN1 ligadas al Alzheimer familiar potencian la degradación de 

STIM1 por la g-secretasa. Panel superior: ilustración esquemática de la localización y orientación 

celular de STIM1 y APP. Panel inferior: alineamiento de secuencias de los dominios 
transmembrana de STIM1 y APP, indicándose los aminoácidos idénticos (rojo) y similares (rosa), 

además de los sitios de corte para la formación de Ab40 y Ab42. La orientación de los dominios 

transmembrana refleja una topología nativa para ambas proteínas (Tong et al., 2016). 

 

Por otro lado, se ha observado que en cultivos prolongados de neuronas de 

hipocampo, los cuales buscan mimetizar un modelo in vivo de envejecimiento neuronal, 

se produce una atenuación de SOCE y una menor expresión de las proteínas STIM1 y 

ORAI1 (Calvo-Rodríguez et al., 2016). Además, se ha observado una reducción en la 

expresión de STIM2 en linfocitos B de pacientes de Alzheimer familiar (Bojarski et al., 

2009) y en neuronas de hipocampo de ratones que expresan la mutación M146V para la 

PSEN1, en lo que sería un modelo experimental de Alzheimer familiar (Sun et al., 2014). 

Debido a la depleción de STIM2, la entrada de Ca2+ por SOCE mediada por 

ORAI2/TRPC6 en el soma celular y especialmente en las espinas dendríticas fue 

sustancialmente atenuada (Zhang et al., 2016, Sun et al., 2014, Zhang et al., 2015). En 

este sentido, se conoce que STIM2 y la proteína quinasa dependiente de calmodulina 

CaMKII median la estabilización de las espinas dorsales. Esta disminución en los niveles 

de STIM2 podría explicar la pérdida de espinas dendríticas, así como defectos en el 

desarrollo de la memoria y la fase LTP observados en los pacientes de Alzheimer (Sun et 

al., 2014). La Figura 7 muestra un esquema ilustrativo de algunas alteraciones de las 

proteínas STIM y la consiguiente atenuación de SOCE dentro de las vías neuronales de 

señalización por Ca2+. 
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Figura 7. Disminución de SOCE en espinas dendríticas del hipocampo en pacientes de 
Alzheimer debido a bajos niveles de proteínas STIM funcionales. En la parte derecha de la 
imagen observamos diversas alteraciones de las proteínas STIM de pacientes de Alzheimer 

familiar como la reducción de los niveles de STIM2 y la inactivación de STIM1 por corte proteolítico 

en su región transmembranal. Al mismo tiempo, se muestra que oligómeros Ab provocan un 

incremento en la concentración de Ca2+ intracelular debido a la hiperactivación de mGluR5. 

Además, se produce un descenso de SOCE vía ORAI2/TRPC6 debido a la insuficiente activación 
de CaMKII lo que provoca la desestabilización de las espinas maduras. 

 

Todos los modelos anteriores se centran en el estudio de los cambios producidos 

en las dinámicas de Ca2+ durante el Alzheimer familiar, existiendo pocos estudios sobre 

el Alzheimer esporádico que es la forma más común de la enfermedad pero también la 

más compleja de estudiar mediante ensayos in vitro y clínicos. En este sentido, Jaworska 

y cols. analizaron la dinámica de Ca2+ en cultivos de linfocitos B extraídos de pacientes 

con Alzheimer esporádico y pacientes con daño cognitivo leve, una condición que 

frecuentemente precede la diagnosis de la enfermedad de Alzheimer (Jaworska et al., 

2013). Estos autores describieron que SOCE se encontraba significativamente 

potenciado en células procedentes de pacientes con daño cognitivo leve. Sin embargo, 

no se encontraron cambios en los niveles de SOCE en las células de pacientes con 

Alzheimer esporádico en comparación con los controles sanos, lo que sugiere que la 

sobreactivación de la entrada de Ca2+ puede ser una característica transitoria de las 
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células periféricas durante la progresión del daño cognitivo de la enfermedad de 

Alzheimer. 

 

6.2.4. Sobreactivación de VOCCs y neurodegeneración. 
 
Los VOCCs, especialmente los de tipo L, han sido relacionados con el 

envejecimiento y la enfermedad de Alzheimer, ya que diversos estudios han reportado 

que una elevada actividad de estos canales contribuye al deterioro de la eficiencia 

sináptica (Gant et al., 2006, Landfield, 1994, Thibault et al., 2001). Dado que la 

señalización por Ca2+ se encuentra bien definida temporal y espacialmente, un exceso de 

entrada de Ca2+ por estos canales o un retraso en su aclaramiento desde el citosol, puede 

conducir a un desbalance entre los períodos de potenciación y depresión a largo plazo 

(LTP/LTD) y alterar el proceso de almacenamiento y consolidación de la memoria. De 

este modo, en el hipocampo de pacientes de Alzheimer se han observado mayores 

niveles de expresión de VOCCs tipo L en comparación con personas sanas (Coon et al., 

1999). En este sentido, también se ha reportado una elevada entrada de Ca2+ a través de 

estos canales en neuronas piramidales de la capa CA1 procedentes del hipocampo de 

ratas envejecidas (Thibault et al., 2001), un efecto que puede distorsionar la plasticidad 

neuronal. 

Uno de los primeros síntomas asociados a pacientes de Alzheimer familiar es la 

acumulación de péptidos b-amiloides (Ab), un hecho que, como ya hemos mencionado, 

afecta directamente a la movilización de Ca2+. Se ha propuesto que esta acumulación de 

péptidos Ab puede conducir a un incremento del influjo de Ca2+ a través de los canales 

CaV1.2 debido a un incremento en la fosforilación de estos canales por la PKA (Hall et al., 

2007, Anekonda and Quinn, 2011). Para mimetizar las características de pacientes con 

Alzheimer familiar, se han diseñado ratones transgénicos que acumulan péptidos Ab y 

proteína tau (producto del gen MAPT) hiperfosforilada en neuronas piramidales de la capa 

CA1 (ratones 3xTgAD), y en estos ratones se ha descrito un incremento en las corrientes 

de Ca2+ generadas por los canales VOCCs tipo L en neuronas del hipocampo, lo que 

sugiere que la desregulación de estos canales juega un papel importante en la 

degeneración neuronal observada en pacientes de Alzheimer familiar (Wang and Mattson, 

2014). Así, una alternativa en el tratamiento de esta enfermedad podría ser el uso de 

bloqueantes de este tipo de canales. En este sentido, Forette y cols. encontraron que el 

bloqueo de estos canales tipo L con dihidropiridinas, como la nitrendipina, reducía la 

demencia esporádica en algunos pacientes de Alzheimer (Forette et al., 2002). De forma 

similar, se ha descrito una disminución de la pérdida de memoria en ratas tratadas con 

nimodipina, un bloqueante de corrientes de Ca2+ a través del canal CaV1.3 (Veng et al., 
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2003). Por último, el bloqueante isradipina atenuó la toxicidad por acumulación de 

péptidos Ab y disminuyó tanto la expresión de CaV1.2 como el influjo de Ca2+ a través de 

este canal en células de neuroblastoma MC65 (Anekonda et al., 2011). Interesantemente, 

el efecto neuroprotector de israpidina también se ha observado en modelos de la 

enfermedad de Parkinson (Anekonda and Quinn, 2011) y de derrame cerebral (Lenhard 

et al., 2008). 

Anteriormente se comentó en este trabajo que STIM1 inhibe la acción del canal 

CaV1.2 de forma directa y además potencia su internalización desde la membrana. (Park 

et al., 2010). Por ello, mientras un descenso en los niveles de STIM1 se considera 

deletéreo, en parte debido a la consecuente sobreactivación de canales VOC, altos 

niveles de STIM1 y SOCE podrían ejercer un efecto neuroprotector, como se sugirió tras 

observar una menor secreción de APP en células que expresaban el mutante de STIM1 

D76A, un mutante constitutivamente activado (Zeiger et al., 2013). No obstante, la entrada 

de Ca2+ dependiente de STIM1 parece estar afectada por los niveles de APP, ya que el 

knock-down de transcritos de APP condujo a una disminución en la unión de STIM1 a 

ORAI1 en respuesta al vaciado de depósitos intracelulares (Gazda et al., 2017), y SOCE 

resultó notablemente atenuado en cultivos de astrocitos procedentes de ratones KO para 

la proteína APP (Linde et al., 2011). 

 

7. DISFUNCIÓN MITOCONDRIAL Y NEURODEGENERACIÓN. 
 

Es conocido que la interacción RE-mitocondria se encuentra alterada en diversas 

neuropatologías, incluyendo Alzheimer, Parkinson, esclerosis lateral amiotrófica asociada 

a demencia frontotemporal (Paillusson et al., 2016). Así, en mitocondrias de diversas 

líneas celulares y neuronas que expresan las mutaciones humanas en PSEN2 típicas de 

pacientes de Alzheimer familiar, se observan mayores concentraciones o picos 

transitorios de Ca2+ en el interior mitocondrial aunque el contenido en Ca2+ del RE sea 

bajo. Este fenómeno se debe a un incremento en el número de contactos RE-mitocondria, 

algo que se observa para mutaciones en PSEN2, pero no en PSEN1 (Kipanyula et al., 

2012, Hedskog et al., 2013). 

En el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer, la fase temprana de pérdida de 

memoria se ve acelerada por la muerte celular neuronal, la cual se ve incrementada por 

la desregulación de la homeostasis del Ca2+. Esta alteración en la red de señalización del 

Ca2+ no sólo afecta al período de depresión a largo plazo (LTD), sino que activa en la 

mitocondria la vía intrínseca de apoptosis inducida por Ca2+. Cuando el Ca2+ almacenado 

dentro del lumen del RE es liberado al citoplasma por el receptor de IP3, una proporción 

del mismo es captada por la mitocondria que funciona como tamponador citosólico. 
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Posteriormente este Ca2+ es devuelto al citosol y puede ser captado de nuevo por el RE. 

Sin embargo, la disrupción de la homeostasis del Ca2+ que se experimenta durante la 

enfermedad de Alzheimer, provoca una alteración de la transferencia de Ca2+ entre RE-

mitocondria, incrementándose la cantidad de Ca2+ captada por la mitocondria. Esto 

genera una mayor presión en la mitocondria, ocasionando la apertura del poro de 

permeabilidad transitoria mitocondrial (MTP en inglés), el colapso del potencial de 

membrana mitocondrial y la liberación de citocromo c, que activa la vía de caspasas 

responsables de la apoptosis (Berridge, 2011). 

Por otro lado, la toxicidad neuronal ocasionada por los agregados y oligómeros Ab 

se ha relacionado con la disfunción mitocondrial, ya que un exceso de estos agregados 

puede alterar la función bioenergética de la mitocondria (Ruan et al., 2017). A través de 

estudios in vitro se ha demostrado que la incubación de células o mitocondrias aisladas 

con Ab conduce a una disfunción mitocondrial (Crouch et al., 2005). Otros investigadores 

han descrito efectos deletéreos de estos oligómeros Ab  en la membrana externa 

mitocondrial dónde, al activar el poro apoptótico BAK, inducen la liberación de citocromo 

c y la muerte celular (Kim et al., 2014). 

Los efectos tóxicos de los agregados b-amiloides en la mitocondria están mediados 

por una interacción directa e inhibición del complejo I de la cadena transportadora de 

electrones, inhibición de forma indirecta sobre el complejo IV por un incremento en la 

producción de ROS y por una permeabilización de la membrana mitocondrial debido a 

oligómeros Ab (Sanz-Blasco et al., 2008, Bobba et al., 2013). Estos péptidos Ab pueden 

ser importados a la mitocondria por translocasas de la membrana externa (TOM) 

(Hansson Petersen et al., 2008), receptores mitocondriales para productos glicosilados 

(Takuma et al., 2009), o por producción interna propia tras la escisión de APP por la g-

secretasa mitocondrial (Pavlov et al., 2011). Así se ha observado una acumulación 

intramitocondrial de péptidos Ab en ratones transgénicos para App, así como en cerebros 

de pacientes de Alzheimer (Du et al., 2010, Cha et al., 2012). En este sentido, la proteína 

PREP, encargada de la degradación de estos péptidos amiloideos, ve reducida su 

actividad en distintos modelos de la enfermedad de Alzheimer (Alikhani et al., 2011). 

Consecuentemente, el incremento de expresión de PREP en un modelo de Alzheimer en 

ratón disminuyó el estrés oxidativo, la neuroinflamación, y mejoró la función sináptica, el 

aprendizaje y la memoria (Fang et al., 2015). La incorrecta proteólisis de APP es también 

deletérea porque esta proteína ha sido relacionada con la maquinaria de importación de 

proteínas mitocondriales a través de su extremo C-terminal (Hansson et al., 2004).  

Por último, cabe destacar que se ha observado una reducción en la captación de 

Ca2+ mitocondrial en linfocitos deficientes en STIM1 u ORAI1, un efecto que se debe a 
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una reducción en la expresión del uniportador de Ca2+ mitocondrial (MCU en inglés). 

Análisis de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) y estudios de unión a promotores 

revelaron que el factor de transcripción CREB se une directamente al promotor de MCU, 

sugiriendo que SOCE regula la capacidad de captación de Ca2+ en la mitocondria al 

regular la activación de CREB dependiente de Ca2+ (Shanmughapriya et al., 2015). 
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La entrada de Ca2+ operada por depósitos intracelulares (SOCE) constituye una vía 

importante en la señalización dependiente de Ca2+ y en el mantenimiento de la 

homeostasis de Ca2+ en células eucariotas. La desregulación de la concentración de 

calcio libre citosólico ([Ca2+]i) o la alteración de los mecanismos de influjo de Ca2+ 

extracelular durante la señalización neuronal, son factores implicados en el desarrollo de 

patologías neuronales, como Parkinson o Alzheimer. En este sentido, hay que recordar 

que la proteína STIM1 es el principal activador de SOCE y, por tanto, desempeña un papel 

fundamental en el control de la movilización de Ca2+. Por ello, en esta Tesis Doctoral nos 

hemos planteado como objetivo general estudiar la función que desempeña la proteína 

STIM1 durante la diferenciación neuronal, así como evaluar los efectos de la deficiencia 

de dicha proteína en la homeostasis de Ca2+ y la viabilidad celular. Para llevar a cabo este 

estudio nos hemos planteado los siguientes objetivos específicos: 

 

 

1. Análisis de la expresión de la proteína STIM1 durante la diferenciación neuronal 

de células SH-SY5Y estimuladas con ácido retinoico y BDNF. 

 

2. Estudiar el papel de STIM1 en la diferenciación neuronal de neuroblastos  

               SH-SY5Y.  

 
3. Analizar la viabilidad celular de neuroblastos indiferenciados y diferenciados en 

líneas SH-SY5Y wild-type y STIM1-KO, evaluando los posibles mecanismos 

responsables de las alteraciones de la viabilidad ante la ausencia de STIM1. 

 
4. Estudiar los mecanismos implicados en la alteración de la homeostasis del Ca2+ 

ante la ausencia de STIM1 en células SH-SY5Y.  

 

 

 

 

 

 

 



 

68 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Objetivos/Objectives  

 69  
 

Store-operated calcium entry (SOCE) is an important pathway in Ca2+-dependent 

signaling and in the maintenance of Ca2+ homeostasis in eukaryotic cells. The 

dysregulation of the cytosolic free calcium concentration ([Ca2+]i) or the alteration of the 

extracellular Ca2+ influx mechanisms during neuronal signaling are factors involved in the 

development of neuronal pathologies, such as Parkinson's or Alzheimer's disease. In this 

regard, it should be recalled that STIM1 protein is the main activator of SOCE and 

therefore plays an essential role in the control of Ca2+ mobilization. For this reason, in this 

Doctoral Thesis we have considered the general objective of studying the role played by 

the STIM1 protein during neuronal differentiation, as well as assessing the effects of the 

deficiency of this protein on Ca2+ homeostasis and cell viability. In order to carry out this 

study we have proposed the following specific objectives: 

 

 

 

1. To evaluate STIM1 protein expression during neuronal differentiation of SH-SY5Y 

cells triggered with retinoic acid and BDNF. 

 

2. To study the role of STIM1 in the neuronal differentiation of neuroblastoma SH-

SY5Y cells. 

 
3. To analyse the cell viability of undifferentiated and differentiated neuroblasts in 

wild-type and STIM1-KO SH-SY5Y cell lines, evaluating the possible mechanisms 

responsible for viability alterations in the absence of STIM1. 

 
4. To study the mechanisms involved in the dysregulation of Ca2+ homeostasis 

triggered by the absence of STIM1 in SH-SY5Y cells. 
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1. ESTUDIO DE LA DEFICIENCIA DE STIM1 EN CÉLULAS SH-SY5Y. 
 

Un objetivo esencial de este trabajo es el estudio del efecto de STIM1 sobre la 

diferenciación de neuroblastos. Como hemos mencionado en la Introducción de esta 

memoria, STIM1 es junto al canal ORAI1 el principal regulador de la vía de influjo de Ca2+ 

conocida como SOCE. Alteraciones en este mecanismo pueden provocar una 

desregulación de la homeostasis de la concentración de Ca2+ citosólico, la cual se 

encuentra íntimamente vinculada a la neurodegeneración y muerte celular. Para analizar 

la función que desempeña STIM1 en la diferenciación neuronal hemos desarrollado un 

modelo celular in vitro a través de la generación de una línea celular de neuroblastoma 

en la que no se expresa esta proteína, utilizando para ello el sistema de edición genómica 

CRISPR/Cas9. Posteriormente, hemos llevado a cabo diferentes estudios para evaluar 

los efectos derivados de la ausencia de esta proteína. Para el desarrollo de este trabajo 

se ha empleado la línea celular de neuroblastoma SH-SY5Y, la cual es de amplio uso en 

estudios de neurobiología y enfermedades neurodegenerativas. 

 

1.1. Generación de una línea celular SH-SY5Y STIM1-KO. 
 
Utilizando el sistema de edición genómica CRISPR/Cas9 diseñamos una estrategia 

para modificar el locus del gen STIM1 (ENSG00000167323) en la línea SH-SY5Y. Para 

reducir la posibilidad de cortes inespecíficos en el DNA, las células se transfectaron con 

plásmidos que expresaban la nucleasa Cas9 D10A (Cas9 nickase, o Cas9n) y 2 RNA 

guías específicos para actuar sobre el exón 5, común para las tres variantes 

transcripcionales conocidas de STIM1 humano: NP_001264890.1, NP_001264891.1, y 

NP_003147.2. En la Figura 8 se ilustra un esquema de esta estrategia. 

Transcurridas 24 horas desde la transfección y dos días adicionales en medio de 

selección con puromicina, las células se dejaron crecer en medio fresco sin puromicina 

hasta obtener un cultivo al 80% de confluencia, momento en el que se analizó el cultivo 

celular para comprobar la eficiencia de la modificación genómica buscada. Para ello se 

llevó a cabo un análisis previo del nivel de expresión de STIM1 a partir del pool celular 

obtenido y utilizando como control una muestra de lisado de células SH-SY5Y wild-type 

(Figura 9). 
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Figura 8. Estrategia para la obtención del knock-out (KO) para la expresión de STIM1 
empleando el sistema CRISPR/Cas9. La secuencia de las dianas para los RNAs guías se han 
marcado en rojo, siendo secuencias que pertenecen al exón 5 del locus de STIM1. En verde se 

muestran las secuencias PAM de reconocimiento para la nucleasa 

 

 

 

 

 

   
 

 

 

 

El inmunoblot de la Figura 9 muestra un menor nivel de expresión de STIM1 en las 

células transfectadas (pool células KO) con respecto a la muestra control (células WT). 

La menor cantidad de STIM1 en la condición STIM1-KO se debe a que el lisado procede 

de un cultivo celular mixto, es decir, que tras la selección de células con el antibiótico 

puromicina, no todas las células supervivientes presentan inhibición de la expresión de 

STIM1. Sin embargo, este primer análisis demuestra que un alto porcentaje de la 

población celular es positivo para el KO de STIM1, y por ello el siguiente paso consistió 

en generar clones individuales a partir de este pool celular. Los clones se recrecieron en 

placas independientes y se dejaron crecer hasta obtener diferentes cultivos celulares. El 

Figura 9. Análisis del pool inicial de células 
SH-SY5Y modificadas genómicamente. Las 

células SH-SY5Y se transfectaron para la 

expresión de la nucleasa Cas9 D10A y los RNAs 

guías específicos para la obtención de la línea 
STIM1-KO. Tras la selección con puromicina, 

las células se recrecieron y se obtuvo un lisado 

celular mixto que se analizó por inmunoblot para 

la expresión de STIM1 total, utilizando 30 µg de 

lisado y un anticuerpo anti-STIM1. Como control 

de carga de proteína se analizó el nivel de 
GAPDH. 
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número de clones obtenidos fue 33. Estos clones se analizaron por inmunoblot para 

detectar el nivel de expresión de STIM1 y se observó que en la muestra procedente del 

clon 3D11 no se detectaba la expresión de esta proteína (Figura 10). 

 

           
 

Figura 10. Selección de clones STIM1-KO. Las células SH-SY5Y procedentes del cultivo mixto 

se aislaron en clones individuales por citometría de flujo y se recrecieron hasta la obtención de 

monocapas celulares. Lisados celulares de cada muestra (30 µg proteína) se emplearon para el 

análisis de expresión de STIM1 mediante inmunoblot. La muestra del clon 1 presentaba una baja 

expresión de la proteína STIM1 y en la muestra del clon 3D11 la expresión de STIM1 fue 

indetectable. Como control se utilizó una muestra de un lisado de células wild-type (WT) y como 

control de carga se evaluó el nivel de GAPDH. 

 

Para poder evaluar el papel de STIM1 durante la diferenciación neuronal 

seleccionamos un clon con una inhibición total de la expresión de la proteína. Por ello 

seleccionamos el clon 3D11 como posible línea celular STIM1-KO y caracterizamos en 

detalle la modificación llevada a cabo en la región diana mediante secuenciación 

genómica. A partir de 10 productos de PCR subclonados de esta región, la secuenciación 

mostró dos modificaciones: una inserción de 211 pb (pares de bases) para uno de los 

alelos y otra inserción de 318 pb para el otro alelo. Como resultado de estas 

modificaciones genéticas se produce un cambio en la fase de lectura ribosomal del mRNA 

y la aparición de un codón de parada prematuro en cada alelo, impidiéndose así la síntesis 

de la secuencia nativa de STIM1 (Figura 11).  
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Figura 11. Secuenciación del DNA genómico del clon 3D11. El clon 3D11 seleccionado tras el 

análisis de inmunoblot se analizó mediante secuenciación del DNA genómico. La secuencia diana 
se amplificó mediante PCR empleando los primers indicados en Materiales y Métodos. Este 

producto de PCR se empleó para transformar bacterias y la secuenciación de los productos 

subclonados permitió la detección de dos inserciones: 211 pb + 318 pb. En la figura se muestra 

parte de la inserción indicando el codón de parada prematuro (STOP). La secuencia de 

aminoácidos parental se indica en negro, mientras que la secuencia tras el cambio de fase de 

lectura se indica en rojo. 

 

1.2.  Caracterización de la línea celular SH-SY5Y STIM1-KO. 
 

Tras la caracterización genómica del clon knock-out para STIM1, se evaluó la 

expresión de la proteína STIM1 utilizando dos anticuerpos comerciales que reconocen 

diferentes epítopos, localizados en las regiones C- y N-terminal de la proteína. La Figura 

12 muestra que no se detectó expresión de STIM1 con ninguno de los anticuerpos, 

resultado que confirma la generación de la línea SH-SY5Y STIM1-KO. 

 

 
 

 

                                                                

 

 

 

 

Figura 12. Análisis de la expresión de STIM1. La expresión de la proteína STIM1 se evaluó 

mediante inmunoblot utilizando dos anticuerpos comerciales que reconocen dos epítopos 

diferentes de STIM1, uno en el extremo C-terminal y el otro en el extremo N-terminal. Con 

ninguno de los anticuerpos se detectó la expresión de STIM1 en la condición KO. Como control 

del experimento se utilizó un lisado total de una muestra SH-SY5Y WT y como control de 
carga proteica se evaluó el nivel de expresión de GAPDH. 
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Al ser STIM1 un regulador esencial de SOCE y con el fin de evaluar la funcionalidad 

de la línea STIM1-KO, analizamos el influjo de Ca2+ en respuesta al vaciado de depósitos 

con objeto de comprobar si existía alguna disminución en esta ruta de entrada de Ca2+ 

extracelular. La medida de SOCE se llevó a cabo siguiendo el protocolo detallado en los 

puntos 10.1-10.4 de Materiales y Métodos. Así, las células SH-SY5Y se cargaron con 

fura-2 y tras la carga se trataron con tapsigargina (Tg) 1 µM en HBSS libre de Ca2+ para 

inducir el vaciado de depósitos intracelulares. Transcurridos 6 minutos de tratamiento con 

Tg se añadió CaCl2 2 mM al medio extracelular y se cuantificó el incremento de la 

concentración de Ca2+ en el citosol ([Ca2+]i). Como control del experimento también se 

realizó la medida en presencia de BTP2 (también conocido como YM58483) un inhibidor 

de SOCE (Figura 13). 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

El tratamiento con Tg (minuto 2 del experimento) produjo un incremento transitorio 

en el ratio F340/380, indicativo de la salida de Ca2+ desde el RE. La rápida disminución de 

la [Ca2+]i hasta niveles basales se debe a la extrusión de Ca2+ al medio extracelular por 

medio de la PMCA (Plasma Membrane Ca2+-ATPase), la cual es insensible a Tg. El 

incremento de la [Ca2+]i observado tras la adición de CaCl2 al medio extracelular (minuto 

Figura 13. Medida de SOCE en células SH-SY5Y wild-type y STIM1-KO. Las células cargadas 

con fura-2 se emplearon para monitorizar el ratio de fluorescencia F340/F380. Las células se 

trataron con Tg 1 µM en medio HBSS libre de Ca2+ y tras 6 min de incubación se añadió CaCl2 

2 mM al medio extracelular. Cuando fue requerido, se añadió el inhibidor BTP2 (3 µM) junto a 

Tg. Los datos representan la media ± desviación estándar (s.d.) de 3 ensayos independientes 

para células WT (línea negra, n = 75 células), células STIM1-KO (línea roja, n = 80 células) y 

células WT + BTP2 (línea azul, n = 42 células). 
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8 del experimento) se debe principalmente a la apertura de canales SOCs, aunque 

también otros canales de Ca2+ contribuyen al nivel de [Ca2+]i alcanzado, tales como 

bombas, intercambiadores y moléculas tamponadoras.    

En la Figura 13 podemos observar como tras añadir Ca2+ extracelular, el ratio 

F340/F380 registrado en la células STIM1-KO (línea roja) es muy inferior al registrado en las 

células WT (línea negra). Estos resultados indican que la línea SH-SY5Y deficiente en 

STIM1 presenta una baja actividad de SOCE, es decir que no se están activando los 

canales SOCs en respuesta al tratamiento con Tg. Por ello, la línea STIM1-KO es una 

herramienta de gran utilidad para evaluar cómo afecta la pérdida de STIM1 y SOCE a la 

diferenciación neuronal de la línea SH-SY5Y. 

Por otro lado, se llevó a cabo un análisis del ciclo celular para conocer si existía 

alguna alteración en la distribución de células como consecuencia de la modificación 

generada en el locus de STIM1. Para ello, las células STIM1-KO se sembraron y se 

dejaron crecer, un mínimo de 48 horas (superando así el tiempo de un ciclo celular 

completo para la línea SH-SY5Y), hasta alcanzar una confluencia del 60-70%. 

Posteriormente, las células se fijaron con etanol al 70% a 4ºC, se incubaron con yoduro 

de propidio y RNasa, y se analizaron por citometría de flujo. Como control del experimento 

también se analizaron células SH-SY5Y wild-type.  

 

 
Figura 14. Distribución de células SH-SY5Y wild-type y STIM1-KO en las diferentes etapas 
del ciclo celular. Las células STIM1-WT y STIM1-KO se cultivaron durante 48 horas, se fijaron 

con etanol al 70% y se tiñeron con yoduro de propidio para su detección por fluorescencia. 

Mediante citometría de flujo se analizó la distribución de células en las distintas fases del ciclo 

celular y el número de células apoptóticas. Panel A: Los datos obtenidos en el análisis se 

representan mediante una gráfica de columnas apiladas. Panel B: Representación mediante 
histograma del número de células (eje y) y la intensidad de fluorescencia (eje x) para células WT 

y STIM1-KO en las distintas fases del ciclo celular. Los datos representan la media ± s.d. de 3 

ensayos independientes por condición experimental, con un triplicado de muestras por ensayo (n 

= 9), utilizándose >20.000 células por muestra. 
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Los resultados mostrados en la Figura 14 indican que no existen diferencias 

significativas en la distribución del ciclo celular entre células parentales (wild-type) y 

STIM1-KO. 
 

1.3. La adhesión celular de neuroblastos se ve afectada por la deficiencia de STIM1. 
 

Tras confirmar que la ausencia de STIM1 provocaba un importante déficit en la 

entrada de Ca2+ extracelular por canales SOC buscamos evaluar si esta alteración en la 

señalización por Ca2+ podía afectar a la adhesión celular de neuroblastos SH-SY5Y. Esto 

es debido a que es conocido que los procesos de adhesión y motilidad celular se ven 

afectados por alteraciones de la [Ca2+]i (Sheng et al., 2013, Hartzell et al., 2016). Para 

ello, se trataron placas con distintas concentraciones de colágeno y fibronectina con el fin 

de generar matrices extracelulares que favorecieran la adhesión celular.  

 
Figura 15. Cuantificación de la adhesión celular en matrices extracelulares de colágeno y 
fibronectina. Células de las líneas SH-SY5Y WT (símbolos negros) y STIM1-KO (símbolos grises) 

se sembraron sobre matrices de colágeno (1.5 µg/ml, 15 µg/ml, 150 µg/ml) (Panel A) y fibronectina 

(0.1 µg/ml, 1 µg/ml, 10 µg/ml) (Panel B) y se cultivaron durante 2 horas en medio de crecimiento. 

Tras este tiempo, se adquirieron imágenes de ambas líneas celulares para las distintas 
condiciones. A la izquierda se representa el número de células adheridas en las distintas matrices.  

A la derecha se muestra el área celular media de las células adheridas. (***p<0.001; *p<0.05). 
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Para ello, se sembraron células SH-SY5Y parentales y STIM1-KO en placas 

tratadas con las distintas concentraciones de colágeno y fibronectina previamente 

indicadas. A continuación, se incubaron en medio de crecimiento durante 2 horas a 37ºC 

y transcurrido este tiempo se capturaron 10 imágenes por condición. El número de células 

adheridas y el área celular media para cada línea en cada condición se representa en la 

Figura 15. 

El experimento anterior sugiere que las células parentales presentan una mejor 

adhesión que las STIM1-KO tanto en matrices de colágeno como de fibronectina. A 

continuación, pasamos a evaluar qué tiempo requería cada tipo celular para adherirse 

completamente y extender prolongaciones (neuritas). Para ello, llevamos a cabo un 

análisis de la cinética de adhesión celular, sembrando ambos tipos celulares sobre 

matrices de colágeno de 15 µg/ml y captando imágenes de las células a diferentes 

intervalos de tiempo. Posteriormente, se evaluó el perímetro celular en intervalos de 15 

minutos en ambas líneas celulares (Figura 16).  

 

 

                 
Figura 16. Cinética de adhesión celular en neuroblastos SH-SY5Y WT y STIM1-KO. Ambas 

líneas celulares se sembraron sobre matrices de colágeno (15 µg/ml) y se monitorizaron para 

capturar imágenes a distintos intervalos de tiempo. En la parte superior, se observan células de 

ambas líneas en intervalos de 15 minutos, y una imagen final a los 240 minutos (escala = 20 µm). 

En la parte inferior se representa el perímetro celular medio para cada una de las líneas en los 

distintos intervalos mostrados arriba. En cada intervalo se representa la media ± s.d. obtenida a 

partir de la medida de 10 células por cada condición. 
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2. LA SOBREXPRESIÓN DE STIM1 EN LA LÍNEA CELULAR SH-SY5Y STIM1-KO 
PERMITE LA RECUPERACIÓN DEL FENOTIPO SILVESTRE. 

 

Dado que las células STIM1-KO presentan una disminución significativa de la 

entrada extracelular de Ca2+ en respuesta al vaciado de depósitos intracelulares, nos 

planteamos sobre-expresar la proteína STIM1 de manera ectópica en la línea STIM1-KO 

con el fin de comprobar si los resultados obtenidos eran específicos de la pérdida de 

expresión de STIM1. Para ello, transfectamos células SH-SY5Y STIM1-KO para la 

expresión transitoria de STIM1-mCherry, y a continuación se llevó a cabo una medida de 

SOCE en respuesta a Tg. La Figura 17 muestra que en las células transfectadas con 

STIM1-mCherry se observa un nivel de SOCE similar al de las células parentales (wild-

type), de modo que existe una recuperación completa de la entrada de Ca2+ extracelular. 

Estos resultados confirman que la deficiencia de SOCE en las células KO se debe a la 

ausencia de la proteína STIM1 y no a otros efectos causados de forma inespecífica sobre 

otras dianas que pudieran haberse visto alteradas durante la modificación genómica con 

CRISPR/Cas9. 

 

              
 

Figura 17. Medida de SOCE en células STIM1-KO transfectadas con STIM1-mCherry. Las 

células cargadas con fura-2 se monitorizaron por epifluorescencia midiendo el ratio F340/F380, 

primero tras la adición de Tg 1 µM en medio libre de Ca2+ y posteriormente tras la adición de Ca2+ 

extracelular. Línea negra: células wild-type; línea verde: células STIM1-KO transfectadas para la 

expresión de STIM1-mCherry; línea roja: células STIM1-KO. Los datos representan la media ± s.d. 

de 2 ensayos independientes (n>20 células por cada condición). 
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3. DIFERENCIACIÓN NEURONAL DE CÉLULAS SH-SY5Y Y EXPRESIÓN DE STIM1. 
 

Como se ha indicado anteriormente en esta memoria, la línea de neuroblastoma 

SH-SY5Y es muy utilizada para llevar a cabo estudios celulares relacionados con 

enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer o Parkinson, así como para estudios 

de neurogénesis. Como neuroblastos, estas células carecen de un fenotipo neuronal, así 

para que las células adquirieran características de células neuronales en este trabajo 

seguimos un protocolo de diferenciación neuronal in vitro (apartado 1.2 de Materiales y 

Métodos) para que las células adquirieran características de células neuronales 

diferenciadas.  

 
 

Figura 18. La diferenciación neuronal de células SH-SY5Y induce un incremento en la 
expresión de STIM1. Las células SH-SY5Y se diferenciaron con ácido retinoico y BDNF hasta los 

9 días in vitro (DIV). Panel A: a la izquierda observamos imágenes de microscopía de campo claro 

de neuroblastos indiferenciados y diferenciados tras 9 DIV (escala = 100 µm); el panel derecho 

muestra la longitud de las neuritas en células indiferenciadas (n = 52) y células diferenciadas (n = 

45), a partir de dos cultivos independientes. Panel B: la expresión de STIM1 y TUBB3 se evaluó 

mediante inmunoblot a partir de lisados celulares obtenidos de células indiferenciadas y 

diferenciadas (panel izquierdo). El nivel de expresión de GAPDH fue analizado como control de 

carga del inmunoblot. El panel derecho muestra la cuantificación de los niveles de expresión de 

STIM1 y TUBB3 de tres ensayos independientes (***p<0.001; **p<0.01). 
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Para la diferenciación neuronal las células SH-SY5Y se cultivaron en DMEM con 

suero y se sometieron a un tratamiento con ácido retinoico 10 µM durante 5 días. 

Posteriormente este medio fue sustituido por un medio DMEM/F-12 libre de suero que 

contenía el factor neurotrófico BDNF 50 ng/ml (Encinas et al., 2000). Esta diferenciación 

se evaluó mediante el análisis de expresión por inmunoblot del marcador neuronal b-

tubulina III (TUBB3) (Figura 18.B). Además, como medida alternativa del nivel de 

diferenciación, se midió la longitud de las neuritas tanto en neuroblastos indiferenciados 

como diferenciados (figura 18.A). 

Tal y como esperábamos, los neuroblastos diferenciados presentaron un 

incremento de expresión de b-tubulina III así como un aumento en la longitud de las 

neuritas, por lo que este protocolo se estableció como método de diferenciación en el 

resto de los experimentos. A partir de estos mismos cultivos se analizó el nivel de 

expresión de STIM1 y se observó que existía un notable incremento en la expresión de 

esta proteína en células SH-SY5Y diferenciadas (Figura 18.B). Sin embargo, este 

aumento de expresión de la proteína STIM1 observado en células diferenciadas no se 

correlacionó con un incremento en la actividad SOCE (Figura 19). Por el contrario, se 

observó un significativo descenso de SOCE en células diferenciadas sugiriendo que el 

incremento de STIM1 durante la diferenciación debe estar relacionado con eventos 

celulares independientes de SOCE. 

 

 
 

 

 

 

 

Figura 19. Medida de SOCE en células SH-SY5Y indiferenciadas y diferenciadas. Las 

células se cargaron con fura-2 (línea negra: indiferenciadas; línea roja: diferenciadas tras 9 

DIV) y se monitorizaron por epifluorescencia midiendo el ratio F340/F380 tras la adición de Tg 

1 µM en medio libre de Ca2+ y tras la adición de Ca2+ extracelular. Los datos representan la 

media ± s.d. de 3 ensayos independientes (n>60 células por condición).  
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3.1. STIM1 no es esencial para la diferenciación de células SH-SY5Y. 
 

Como nuestro trabajo se centra en comprender los posibles efectos derivados de 

los bajos niveles de STIM1 en neurodegeneración y dado que durante la diferenciación 

de neuroblastos SH-SY5Y se incrementó notablemente el nivel de expresión de STIM1, 

nos propusimos evaluar si la ausencia de esta proteína alteraba de alguna forma la 

diferenciación de estas células (Figura 20). 

  

  
 

Figura 20. STIM1 es prescindible para la diferenciación neuronal. Panel A: las imágenes de la 

izquierda muestran neuroblastos indiferenciados y diferenciados tras 12 DIV (escala = 200 µm) 

capturadas para la medida de longitud de las neuritas. El panel derecho muestra la cuantificación 

de la longitud de las neuritas en células wild-type (n=45 células) y STIM1-KO (n=50 células) 

diferenciadas. Los datos se representan como media ± s.d. de 2 cultivos independientes. Panel B: 

la expresión de TUBB3 se evaluó mediante inmunoblot a partir de lisados celulares obtenidos de 
células indiferenciadas y diferenciadas (9 DIV) de ambas líneas celulares. El nivel de expresión de 

GAPDH fue analizado como control de carga del inmunoblot. El panel derecho muestra la 

cuantificación del nivel de expresión para TUBB3 a partir de 3 ensayos independientes. 
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Para ello, se cultivaron en paralelo células SH-SY5Y wild-type y STIM1-KO y se 

trataron con ácido retinoico y BDNF, como está establecido en el protocolo de 

diferenciación. A continuación, se evaluaron los mismos marcadores neuronales que en 

el apartado anterior, observándose que la longitud de las neuritas de células parentales y 

células STIM1-KO diferenciadas alcanzaban valores similares (Figura 20.A). Además, el 

nivel de expresión de TUBB3 se analizó por inmunoblot y no se observaron diferencias 

significativas entre las dos líneas celulares (Figura 20.B). 

En conclusión, estos resultados indican que la proteína STIM1 no es esencial para 

la diferenciación neuronal de neuroblastos SH-SY5Y. 

 

4. LA AUSENCIA DE STIM1 DISMINUYE LA VIABILIDAD EN CÉLULAS EN 
DIFERENCIACIÓN. 
 

Aunque la diferenciación neuronal en células SH-SY5Y no resultaba afectada por la 

ausencia de la proteína STIM1, sí se observó un descenso en la viabilidad de las células 

STIM1-KO durante la diferenciación. Esta observación tuvo lugar tras llevar a cabo un 

ensayo de viabilidad celular por reducción de MTT en células parentales y STIM1-KO 

(Figura 21). Las células se cultivaron en DMEM con suero y se llevaron a cabo medidas 

de reducción de MTT en distintos días in vitro. Los neuroblastos WT y STIM1-KO 

indiferenciados mostraron una viabilidad celular similar durante los distintos días en 

cultivo (Figura 21.A). Sin embargo, en las células STIM1-KO diferenciadas se observó un 

notable descenso de la viabilidad celular a medida que avanzaba la diferenciación (Figura 

21.B). 

 
Figura 21. Viabilidad celular de neuroblastos y células diferenciadas. Células SH-SY5Y wild-

type y STIM1-KO se cultivaron en medio de crecimiento (Panel A) o en medio de diferenciación 

neuronal (Panel B). El ensayo de viabilidad celular por MTT se llevó a cabo a distintos tiempos de 

cultivo. Los datos corresponden a la media y s.d. de 3 ensayos independientes. 
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Como se puede observar en la Figura 21, la ausencia de STIM1 disminuye 

considerablemente la viabilidad de células SH-SY5Y durante la diferenciación neuronal y 

en los siguientes apartados de este trabajo abordaremos las posibles causas que derivan 

en esta pérdida de la viabilidad en células STIM1-KO diferenciadas. Dado que las 

medidas del ensayo de MTT a partir del día 9 de diferenciación presentan un mayor error 

experimental, y debido a la complejidad que supone trabajar con células STIM1-KO 

diferenciadas de 9-12 DIV, tomamos como modelo de trabajo células diferenciadas hasta 

6 DIV para el desarrollo de nuestros experimentos. En las Figuras 21.B y 22 observamos 

que en células SH-SY5Y STIM1-KO diferenciadas hasta 6 DIV ya se observa que la 

disminución de la viabilidad celular es estadísticamente significativa y, por tanto, 

estimamos que este es un punto temporal óptimo para llevar a cabo nuestros ensayos. 

 

 
Figura 22. La viabilidad de las células STIM1-KO se reduce durante la diferenciación. La 

viabilidad de las células SH-SY5Y WT (barras negras) y STIM1-KO (barras grises) se evaluó 

mediante un ensayo de reducción de MTT en diferentes fases de la diferenciación: células 

indiferenciadas con 24 h en medio de crecimiento (1DIV); 24 h en medio de crecimiento + 2 días 

en medio de diferenciación (3DIV); 24 h en medio de crecimiento + 5 días en medio de 

diferenciación (6 DIV). Los datos se presentan como media ± s.d. de 3 experimentos 

independientes, y los resultados están normalizados con respecto a los valores de absorción 

obtenidos para células wild-type de 6DIV (*p<0.05). 

 

4.1. Alteración del ciclo celular durante la diferenciación de células STIM1-KO. 
 

Tras evaluar la muerte celular que se produce en las células STIM1-KO durante la 

diferenciación neuronal, nos planteamos estudiar en profundidad las causas que rodean 

a este proceso. Por ello examinamos si había alguna alteración en el ciclo celular de las 

células en diferenciación, lo cual podría explicar la disminución de la viabilidad en las 
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células STIM1-KO diferenciadas. En la caracterización de la línea SH-SY5Y STIM1-KO 

ya comprobamos que no existían diferencias significativas en la distribución del ciclo 

celular entre neuroblastos parentales y STIM1-KO (Figura 14). Por otro lado, durante el 

proceso de diferenciación se observó una acumulación de células en la fase G0/G1 

(Figura 23), la cual es una característica común observada en diferentes tipos celulares 

tras el tratamiento con ácido retinoico (Dimberg et al., 2002, Herault et al., 2004). A pesar 

de que este incremento en la fase G0/G1 fue similar para ambas líneas celulares, la 

reducción en el número de células en la fase S fue mayor en células STIM1-KO 

diferenciadas que en células WT. El resultado anterior viene complementado con una 

mayor cantidad de células en la fase G2/M en el caso de células STIM1-KO diferenciadas 

(Figura 23), resultado que sugiere un enlentecimiento en esta fase del ciclo celular ante 

la ausencia de STIM1. 

 

 

      
 
Figura 23. Ciclo celular en células SH-SY5Y WT y STIM1-KO indiferenciadas y diferenciadas. 
El análisis del ciclo celular se llevó a cabo en neuroblastos indiferenciados (48 h en cultivo) y 

diferenciados (6 DIV) de ambas líneas celulares. Transcurridos estos tiempos, las células se fijaron 

en etanol 70% a 4ºC, se tiñeron con yoduro de propidio y se analizó su distribución en ciclo por 

citometría de flujo (panel izquierdo). En el panel de la derecha se representa el porcentaje de 

células en la fase G2/M, observándose un incremento estadísticamente significativo de esta fase 

para las células STIM1-KO diferenciadas. En ambos paneles los datos representan la media ± s.d. 

de 3 experimentos independientes, con un triplicado de muestras por experimento (n = 9), 

utilizándose >20.000 células por muestra (*p<0.05). 
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5. INCREMENTO DE LOS NIVELES DE SENESCENCIA EN CÉLULAS STIM1-KO 
DIFERENCIADAS. 

 
La pérdida de viabilidad celular observada en las células STIM1-KO diferenciadas 

(Figuras 21.B y 22) podría deberse en parte a la acumulación de células en fase G2/M 

para esta condición celular, pero también podría radicar en un proceso con mayor 

porcentaje de muerte celular. En este sentido, nuestro siguiente paso fue plantear y 

evaluar la hipótesis de que la muerte celular observada en las células STIM1-KO 

diferenciadas podía ser consecuencia de un incremento en el nivel de senescencia, que 

constituye una respuesta clave frente al estrés y daño celular, con el fin de mantener un 

balance celular óptimo. Las células senescentes se caracterizan por presentar un mayor 

acortamiento de los telómeros, un aumento del tamaño celular y un incremento de la 

actividad b-galactosidasa. En consecuencia medimos la senescencia mediante la 

incubación de las células con 5-dodecanoilaminofluoresceína di-beta-D-galactopiranósido 

(C12FDG), un sustrato fluorogénico para la actividad de la b-galactosidasa asociada a 

senescencia (Debacq-Chainiaux et al., 2009). Ambas líneas celulares se cultivaron para 

evaluar la senescencia en neuroblastos indiferenciados (48 h de cultivo en medio de 

crecimiento) y en neuroblastos diferenciados (6 DIV, con cinco días de tratamiento con 

ácido retinoico). Los resultados indicaron un incremento significativo en el nivel de 

senescencia en las células STIM1-KO diferenciadas (Figura 24), lo cual explica la 

disminución de la viabilidad celular mostrada en la Figura 21.B. 

 

Aunque la senescencia celular puede estar desencadenada por un amplio número 

de factores de estrés, es ampliamente aceptado que el inhibidor 1 de las quinasas 

dependientes de ciclina (producto del gen CDKN1A, también conocido como p21CIP1 o 

p21) es un regulador esencial de este proceso celular, y por lo tanto las células 

senescentes presentan un mayor nivel de expresión de p21 (Gire and Dulic, 2015). Por 

ello, evaluamos los niveles de p21 por inmunoblot, utilizando lisados celulares de cultivos 

de neuroblastos indiferenciados y diferenciados de ambas líneas celulares (Figura 25.A). 

La cuantificación de los niveles de p21 permitió concluir que las células STIM1-KO 

diferenciadas presentan un incremento significativo de expresión de p21 con respecto a 

las células parentales (Figura 25.B).  
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Figura 25. Incremento de expresión de 
p21 en células STIM1-KO. En el panel A 

se muestra un inmunoblot de p21 realizado 

a partir de lisados de células SH-SY5Y WT 

y STIM1-KO indiferenciadas (48 h en medio 

de crecimiento) y diferenciadas (6DIV), 

utilizando GAPDH como control de carga. 

En el panel B se presentan los datos de la 

cuantificación de la expresión de p21 a 
partir de 4 experimentos independientes 

(media ± s.d.; (**p<0.01).  

Figura 24. Medida de la senescencia 
celular con C12FDG en células SH-
SY5Y WT y STIM1-KO. Ambas líneas 

celulares, indiferenciadas y diferenciadas 

(6 DIV) se incubaron con C12FDG 1 µM 

y se analizaron por citometría de flujo 

para evaluar la senescencia celular. Los 

paneles de la parte superior muestran 

histogramas de datos representativos de 

células sin teñir como control negativo 
(naranja), células indiferenciadas 

(violeta) y células diferenciadas tras 6 DIV 

(azul). El eje y representa el número de 

células normalizado, y el eje x muestra la 

intensidad de fluorescencia emitida por el 

producto de la b-galactosidasa. El panel 

inferior muestra los datos de 4 

experimentos independientes (media ± 

s.d.; ***p<0.001). 
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6.  CONCENTRACIÓN DE Ca2+ LIBRE CITOSÓLICO EN CÉLULAS STIM1-KO. 
 

Tras observar que la ausencia de la proteína STIM1 provocaba un notable déficit en 

la actividad SOCE de los neuroblastos SH-SY5Y, además de incrementar los niveles de 

senescencia durante la diferenciación neuronal, nos planteamos estudiar los niveles de 

concentración de Ca2+ citosólico basal para comprobar el efecto de la ausencia de STIM1 

sobre este importante parámetro. En este sentido, células SH-SY5Y WT y STIM1-KO se 

cultivaron durante 48 horas, se cargaron con fura-2 y se monitorizaron por 

epifluorescencia, primero en medio con Ca2+ (1.26 mM) y posteriormente en medio libre 

de Ca2+ para evaluar la entrada de Ca2+ extracelular en condiciones de reposo (Figura 

26). Los resultados indicaron que la ausencia de STIM1 provocaba un descenso en la 

[Ca2+]i, variando desde 77.1 nM ± 10 nM para células WT hasta 44 ± 4.4 nM en células 

STIM1-KO, demostrando un impacto directo de STIM1 en el control de la [Ca2+]i basal en 

este tipo celular. 

 

 
Figura 26. Concentración de Ca2+ libre citosólico basal en células WT y STIM1-KO. En el 

panel de la izquierda se muestra el registro del ratio F340/F380 de células cargadas con fura-2 e 
incubadas en medio HBSS con Ca2+ (1.26 mM) en primer lugar y a continuación en medio HBSS 

libre de Ca2+. En el panel de la derecha se representan los valores de la [Ca2+]i en condiciones de 

reposo en HBSS con Ca2+ para células WT (77.1 nM ± 10 nM) y células STIM1-KO (44 ± 4.4 nM). 

Los datos se representan como la media ± s.d. de 3 experimentos independientes (n = 86 células 

wild-type; n = 72 células STIM1-KO) (***p<0.001). 

 

 
 



Resultados  

 93  
 

7. ENTRADA DE Ca2+ A TRAVÉS DE VOCCS Y MUERTE CELULAR EN STIM1-KO. 
 

En la Introducción de esta memoria explicamos que la proteína STIM1 es un 

regulador esencial de SOCE al activar canales SOCs como ORAI1, pero además funciona 

como regulador negativo de canales VOCCs tipo L como el CaV1.2 (Park et al., 2010) y 

tipo T como el CaV3.1 (Nguyen et al., 2013), inhibiendo la entrada de Ca2+ a través de 

estos canales y promoviendo su proteólisis. Así, es plausible la hipótesis de que ante la 

ausencia de la proteína STIM1 se podría perder este control recíproco de canales 

responsables de la entrada Ca2+ extracelular y estimular algún proceso que condujera 

finalmente a la muerte celular. Por ello, buscando el mecanismo molecular responsable 

del descenso en la [Ca2+]i basal y de la senescencia y muerte celular observadas tras la 

pérdida de STIM1. De este modo, nos planteamos que podría existir una alteración en la 

movilización del Ca2+ debido a una alteración en los niveles de expresión y/o actividad de 

estos canales de Ca2+ operados por voltaje. 

 

7.1. La ausencia de STIM1 incrementa los niveles de expresión del canal CACNA1C 
(CaV1.2). 

 
Por todo ello evaluamos los niveles de expresión del canal CaV1.2 (producto del gen 

CACNA1C) en la línea celular STIM1-KO, a nivel de mRNA y a nivel proteico. A partir de 

cultivos celulares parentales y STIM1-KO realizamos una extracción de RNA total y 

seguidamente se analizó la abundancia relativa de transcritos del gen CACNA1C en cada 

línea celular mediante PCR cuantitativa (qPCR). Como control del experimento se analizó 

el número de transcritos para los genes GAPDH, HPRT1 y GUSB (housekeeping genes) 

(Figura 27).  

 

El análisis de qPCR permitió certificar que la ausencia de STIM1 conducía a un 

incremento en la cantidad de transcritos para el gen CACNA1C, cuyo producto es el canal 

CaV1.2. El siguiente paso, fue evaluar si este incremento de expresión a nivel de mRNA 

se producía también a nivel proteico. Mediante inmunoblot analizamos los niveles de 

expresión de CaV1.2 en células WT y STIM1-KO, utilizando lisados totales obtenidos a 

partir de cultivos celulares de células indiferenciadas y diferenciadas. Como control de 

carga se evaluó el nivel de expresión de GAPDH. Los datos mostrados en la Figura 28 

demuestran que existe un mayor nivel de CaV1.2 en células STIM1-KO, en consonancia 

con el incremento en el nivel de mRNA observado en la figura anterior. 
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Figura 28. Incremento de expresión de CaV1.2 en células STIM1-KO. En el panel izquierdo se 

muestra el nivel de expresión de CaV1.2, en neuroblastos parentales y STIM1-KO, evaluado 

mediante inmunoblot a partir de lisados celulares obtenidos de células indiferenciadas y 

diferenciadas (9 DIV) y utilizando 40 µg de proteína total. Se analizó el nivel de expresión de 

GAPDH como control de carga del inmunoblot. En el panel derecho se muestra la cuantificación 

de los niveles de expresión de CaV1.2 para las distintas condiciones. Los datos representan la 

media ± s.d. (normalizada con respecto a los valores de células WT diferenciadas) de 2 ensayos 

independientes (**p<0.01; *p<0.05).  

RQ
 (Δ
ΔC

t)

CACNA1C
/G

APDH

CACNA1C
/HPRT1

CACNA1C
/G

USB
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

WT
STIM1-KO 

** ** **

Figura 27. Las células STIM1-KO presentan mayores niveles de mRNA para el gen 
CACNA1C que las células WT. Las muestras de RNA total procedentes de neuroblastos wild-

type y STIM1-KO se analizaron por qPCR utilizando primers específicos para los transcritos del 

gen CACNA1C. La gráfica muestra la cantidad relativa de transcritos de CACNA1C en células 

WT (negro) y STIM1-KO (gris) normalizados respecto al número de transcritos de tres genes 

control como GAPDH, HPRT1 y GUSB. Los datos representan la media ± s.d. de 2 experimentos 

independientes, cada uno de ellos con muestras analizadas por triplicado (**p<0.01). 
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7.2.  Las células STIM1-KO presentan una sobreactivación del canal CaV1.2. 
 

Tras comprobar que el déficit de STIM1 en neuroblastos SH-SY5Y provoca un 

incremento de expresión del canal CaV1.2 tanto a nivel de mRNA como de proteína, 

pasamos a evaluar si la actividad de este canal también se encontraba alterada en células 

STIM1-KO con respecto a las células parentales. Este hecho podría desencadenar una 

disrupción de la homeostasis del Ca2+, que podría explicar el incremento de la 

senescencia y muerte celular observado en las células SH-SY5Y deficientes en STIM1. 

Para comprobar esta hipótesis, medimos la entrada Ca2+ extracelular en respuesta a la 

despolarización, empleando 1 minuto de despolarización inducida por KCl 90 mM (Figura 

29) en células WT y STIM1-KO cargadas con fura-2. Adicionalmente, determinamos el 

nivel de entrada de Ca2+ inhibible por nifedipina 10 µM, una concentración del inhibidor 

que bloquea la entrada de Ca2+ a través de los VOCCs tipo L (Gutierrez-Martin et al., 

2002, Garcia-Bereguiain et al., 2008), con objeto de valorar el nivel de entrada de Ca2+ de 

forma específica a través de esta familia de canales de Ca2+. Así los resultados mostrados 

en la Figura 29 reflejaron que la entrada de Ca2+ sensible a nifedipina era tres veces 

superior en las células STIM1-KO con respecto a la línea parental. 

 

 
Figura 29. Incremento de entrada de Ca2+ a través de VOCCs tipo L en neuroblastos. Medida 

de la concentración de Ca2+ libre citosólico en células WT (panel izquierdo) y STIM1-KO (panel 

derecho). Las células cargadas con fura-2 se monitorizaron en medio HBSS con Ca2+ 1.26 mM 

induciendo una despolarización por KCl 90 mM durante 1 minuto (línea roja). La concentración de 

CaCl2 en el medio HBSS se incrementó hasta 5 mM durante la despolarización para favorecer el 

registro de la entrada de Ca2+. Cuando se requirió se añadió nifedipina 10 µM al medio de ensayo 

(línea negra). Los datos se representan como media ± s.d. de 4 experimentos independientes (con 

un mínimo de 70 células por condición experimental). 
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Por otro lado, evaluamos la contribución de otros canales VOC a la entrada de Ca2+ 

en células STIM1-KO. Para ello, realizamos el mismo experimento de despolarización con 

KCl 90 mM en presencia de diferentes inhibidores conocidos de VOCCs. Ni w-conotoxina 

MVIIC (un inhibidor de canales tipo N-, P- y Q-), ni ML218 (inhibidor específico para 

canales tipo T), suprimieron el incremento de [Ca2+]i observado en células STIM1-KO en 

respuesta a despolarización por KCl 90 mM (Figura 30), lo que sugiere que el incremento 

del influjo de Ca2+ en células STIM1-KO en respuesta a la despolarización se debe 

solamente a canales VOC tipo L. 

 

 

 

 
 

 

 

 

Por tanto, todos los resultados mostrados hasta ahora sugieren que la deficiencia 

de STIM1 en células SH-SY5Y no sólo reduce el influjo de Ca2+ extracelular a través de 

los canales SOC, sino que también está relacionada con una alteración en la homeostasis 

de la [Ca2+]i. Nuestros resultados muestran que la ausencia de STIM1 no afecta a la 

viabilidad de neuroblastos SH-SY5Y; sin embargo, en células STIM1-KO diferenciadas se 

observó un notable descenso de la viabilidad y un incremento en senescencia, que podría 

estar relacionado con un incremento en la expresión del canal CaV1.2, una hipótesis que 

se evalúa en un capítulo posterior de esta Tesis Doctoral.

Figura 30. Sensibilidad del influjo de Ca2+ 
estimulado por despolarización a 
inhibidores de VOCCs. Se muestra el 

incremento del ratio F340/F380 en células WT 

y células KO tras despolarización mediada 

por KCl 90 mM en el medio de ensayo, y en 

presencia de distintos inhibidores de 

VOCCs: nifedipina (10 µM), w-conotoxina 

MVIIC (1 µM), ML218 (3 µM), así como una 

condición sin inhibidor (barras rojas). Los 

datos se representan como media ± s.d. de 

3 experimentos independientes (con un 

mínimo de 50 células por condición 

experimental) (***p<0.001; **p<0.01). 
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En la Introducción de este trabajo hemos mostrado que órganulos subcelulares 

como el RE y la mitocondria desempeñan un papel muy importante en la movilización y 

mantenimiento de la homeostasis de Ca2+. Además, alteraciones funcionales en estos 

reservorios intracelulares de Ca2+ se han relacionado con diversas patologías 

neurodegenerativas. Por otro lado, el principal ensayo de viabilidad celular utilizado en 

este estudio (reducción de MTT) se basa en la actividad de enzimas deshidrogenasas, en 

su mayoría mitocondriales. La baja actividad de estas enzimas en células deficientes en 

STIM1 sugiere que una disfunción mitocondrial podría ser desencadenante de la muerte 

celular observada durante la diferenciación neuronal de células SH-SY5Y STIM1-KO, 

hipótesis que se estudia en este capítulo. 

 

1. EL DÉFICIT DE STIM1 ALTERA EL POTENCIAL DE MEMBRANA INTERNA 
MITOCONDRIAL.  

 
La disfunción mitocondrial conlleva a menudo la alteración del potencial de 

membrana interna de este orgánulo, comprometiendo la viabilidad celular. La 

despolarización provoca la incapacidad de generar altas tasas de ATP, lo que conlleva la 

liberación de factores que inducen muerte celular. En este trabajo hemos evaluado el 

potencial de membrana mitocondrial mediante el uso de diversas sondas específicas cuya 

carga positiva permite su acumulación en el interior electronegativo mitocondrial. 

 

1.1. Medida del potencial de membrana interna mitocondrial con JC-1. 
 

En un primer lugar se determinó el potencial de membrana en células parentales y 

células STIM1-KO empleando la sonda JC-1, que en mitocondrias activas es detectable 

en forma de agregados de color anaranjado, mientras que en aquellas mitocondrias 

dañadas, con disminución del potencial de membrana, la sonda se presenta como 

monómeros con fluorescencia verde. Ambas líneas celulares se cultivaron en medio de 

crecimiento durante 48 horas, y a continuación se incubaron con JC-1 5 µM durante 30 

minutos a 37ºC en medio Leibovitz’s L-15 libre de bicarbonato con FBS 10% y se 

monitorizaron para capturar imágenes por epifluorescencia. Posteriormente se cuantificó 

el número de agregados y monómeros de JC-1 para cada línea celular (Figura 31), 

observándose un menor número de agregados de JC-1 en las células STIM1-KO, lo que 

sugería una pérdida del potencial de membrana mitocondrial en estas células. 
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Figura 31. Medida del potencial de membrana interna mitocondrial con JC-1. Las células SH-

SY5Y wild-type (WT) y STIM1-KO se cultivaron durante 48 h en medio de crecimiento, se incubaron 

con JC-1 5 µM en medio Leibovitz’s L-15 con suero y se monitorizaron por epifluorescencia. En la 

parte superior, se observan imágenes de células WT (izquierda) y STIM1-KO (derecha) teñidas 

con JC-1 (escala = 10 µm). En el panel inferior, se evaluó el ratio agregado/monómero de JC-1 

(eje y) para las imágenes de células WT y STIM1-KO. Cada punto de la gráfica representa el ratio 

de una célula (n = 25 células por condición experimental, ***p<0.001). 

 

1.2. Análisis del potencial de membrana interna mitocondrial con TMRM. 
 

Tras comprobar que las células STIM1-KO tienen alterado el potencial de 

membrana interno mitocondrial, evaluamos este potencial de membrana con un método 

alternativo: la sonda tetrametilrodamina metil éster (TMRM). Células WT y STIM1-KO 

indiferenciadas y diferenciadas (6 DIV) se incubaron con TMRM 2 nM durante 30 minutos 

a 37ºC en PBS con BSA 1%, y se tiñeron con Hoechst 33258 1 µM con el fin de excluir 

las células muertas de la evaluación posterior. Estas células se analizaron por citometría 
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de flujo y se cuantificó el porcentaje de células positivas para la fluorescencia de TMRM 

en cada condición experimental. Los resultados indicaron un descenso significativo en el 

porcentaje de células positivas para TMRM en la condición STIM1-KO diferenciadas 

(Figura 32), lo cual indica una fuerte disminución del potencial de membrana mitocondrial 

en células diferenciadas y deficientes en STIM1. 

 

 

 

 
 

Además, para evaluar la especificidad de tinción con TMRM, ambas líneas celulares 

se analizaron en presencia del desacoplante mitocondrial FCCP (10 µM) tanto por 

citometría de flujo como con microscopía confocal. Para el análisis de citometría de flujo 

(Figura 33B) se utilizaron las mismas condiciones que en el ensayo anterior, mientras que 

para el ensayo de microscopía confocal las células se cultivaron en cubreobjetos, se 

incubaron con TMRM 10 nM durante 30 minutos a 37ºC en PBS con BSA 1% y se tiñeron 

Hoechst 33342 1 µM para facilitar la visualización de los núcleos. Finalmente, se 

adquirieron imágenes durante 5-10 minutos con intervalos de 2 minutos (Figura 33A). Los 

resultados de ambos experimentos confirmaron un descenso en la polarización de la 

membrana interna mitocondrial cercano al 45% en las células STIM1-KO con respecto a 

las WT, lo que nos indica que el déficit de STIM1 viene acompañado de una notable 

disfunción mitocondrial en estas células. 

 

Figura 32. Análisis del potencial de 
membrana mitocondrial con TMRM. 
Células WT (barras negras) y STIM1-KO 

(barras grises) indiferenciadas y diferenciadas 

(6 DIV) se tiñeron con TMRM 2 nM en PBS 

con BSA 1% y se analizaron por citometría de 

flujo para cuantificar la fracción de células 

positivas para TMRM (eje y). Los datos 

representan la media ± s.d. de 3 experimentos 

independientes (***p<0.001), con un triplicado 

de muestras por experimento (n = 9), 

utilizándose >20.000 células por muestra. 
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Figura 33. Medida de la polarización mitocondrial con TMRM. Células WT y STIM1-KO 

diferenciadas (6 DIV) se tiñeron con TMRM 10 nM (microscopía confocal, panel A) o TMRM 2 nM 

(citometría de flujo, panel B). Panel A: células cultivadas en cubreobjetos y teñidas con TMRM se 

visualizaron por microscopía confocal para evaluar la intensidad de tinción con TMRM. A 

continuación, se añadió FCCP 10 µM para examinar la tinción no específica y la pérdida de señal 

debida a despolarización mitocondrial tras 2 y 4 minutos. Se utilizó Hoechst 33342 para la tinción 

de núcleos (azul) (panel izquierdo, escala = 20 µm). Se cuantificó la intensidad de fluorescencia 

por TMRM en distintas regiones y los datos se muestran en el panel derecho (media ± s.d. de 2 

experimentos independientes, ***p<0.001). Panel B: células teñidas con TMRM se analizaron por 

citometría de flujo en condiciones basales y 10 minutos después de la adición de FCCP 10 µM. En 

el panel izquierdo, los histogramas reflejan el número de células (eje y) y la intensidad de 

fluorescencia (eje x) para células WT y STIM1-KO antes y después de la adición de FCCP. Los 

datos de fluorescencia total (eje y) se muestran en el panel derecho (media ± s.d. para 2 

experimentos independientes, ***p<0.001).  
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2. ANÁLISIS DE LA MORFOLOGÍA MITOCONDRIAL CON RODAMINA 123. 
 

Tras comprobar con los experimentos anteriores que las células STIM1-KO 

diferenciadas presentan una pérdida significativa de la polarización en la membrana 

interna mitocondrial, nos planteamos examinar la morfología de las mitocondrias de 

ambas líneas celulares y de este modo evaluar si la alteración del potencial de membrana 

mitocondrial se traduce también en un cambio morfológico. Para ello, empleamos 

rodamina 123, una sonda que presenta una base química similar a las sondas empleadas 

en los ensayos anteriores y que nos permite la visualización de las mitocondrias por 

epifluorescencia. 
 

 
Figura 34. Análisis de la morfología mitocondrial por tinción con rodamina 123. Células WT 

y STIM1-KO indiferenciadas (paneles superiores) y diferenciadas (paneles inferiores) se tiñeron 

con rodamina 123 5 µM en medio Leibovitz’s L-15 y se monitorizaron por epifluorescencia a través 

de un objetivo Plan Apochromat 100x (NA 1.45) de aceite de inmersión. Las imágenes adquiridas 

en secciones del eje z de 0.2 µm, se deconvolucionaron y se realizó la proyección total de las 

mismas. Se muestran imágenes representativas (escala = 10 µm) de dos experimentos 

independientes (> 20 células por condición). Las líneas discontinuas marcan la localización de la 

envoltura nuclear de las células. 
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Células WT y STIM1-KO indiferenciadas y diferenciadas (6 DIV) se sembraron en 

cubreobjetos y se incubaron con rodamina 123 5 µM en medio Leibovitz’s L-15 libre de 

bicarbonato durante 10 minutos a 37ºC y se visualizaron por epifluorescencia para la 

adquisición de imágenes (Figura 34). 

Con el análisis de las imágenes de la Figura 34 podemos confirmar que las células 

deficientes en STIM1 muestran una extensiva fisión mitocondrial (las zonas de fisión se 

indican en la figura con flechas blancas), siendo esta fisión más notable en las células 

STIM1-KO diferenciadas. 
 

3. PERFIL DE PROTEÍNAS MITOCONDRIALES EN CÉLULAS WT/STIM1-KO.  
 

Puesto que todos los ensayos anteriores indican que las células SH-SY5Y STIM1-

KO presentan un notable daño mitocondrial, analizamos la expresión de diferentes 

proteínas mitocondriales para valorar posibles explicaciones a la muerte celular 

observada. De este modo, a partir de lisados totales de células WT y STIM1-KO no 

diferenciadas (48 h en medio de crecimiento) y diferenciadas (6 DIV) se analizó por 

inmunoblot la expresión de proteínas de membrana interna mitocondrial (ATPB, COXIV), 

membrana externa (MFN2, OPA1, Tom20) o matriz mitocondrial (HSP60, PDH). A partir 

de este análisis (Figura 35), comprobamos que no existían diferencias significativas en la 

expresión de las proteínas analizadas en células WT y STIM1-KO, indiferenciadas o 

diferenciadas, exceptuando que en células STIM1-KO diferenciadas se observaba una 

pequeña disminución en la expresión de la proteína COXIV, que constituye una de las 

subunidades del complejo IV de la cadena respiratoria mitocondrial. 

Debido al descenso de expresión de COXIV observado en células STIM1-KO, nos 

planteamos evaluar si existía alguna alteración en los niveles de expresión de otras 

proteínas pertenecientes a los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial. Para ello, 

se analizaron por inmunoblot lisados totales de células WT y STIM1-KO no diferenciadas 

y diferenciadas (6 DIV) utilizando el cocktail de anticuerpos “Total OXPHOS” 

(AbCam#110413) (Figura 36). Esta mezcla de anticuerpos reconoce subunidades 

proteicas de los diferentes complejos de la cadena respiratoria mitocondrial: NDUFB8 

(complejo, I, CI), SDHB (complejo II, CII), UQCRC2 (complejo III, CIII), MTCO1 (complejo 

IV, CIV) y ATP5A (complejo V, CV). 
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Figura 35. Análisis de expresión de proteínas mitocondriales en células SH-SY5Y wild-type 
y STIM1-KO. El nivel de expresión de proteínas mitocondriales de membrana externa (OMM = 

MFN2, OPA1, Tom20), membrana interna (IMM = ATPB, COXIV), matriz mitocondrial (Matrix = 

HSP60, PDH), así como de Parkin, implicada en procesos autofágicos, se evaluó mediante 

inmunoblot a partir de lisados celulares obtenidos de células indiferenciadas (panel izquierdo) y 
diferenciadas (6 DIV; panel derecho) de ambas líneas celulares. El nivel de expresión de tubulina 

fue analizado como control de carga de los inmunoblots. 

 

A partir de los resultados mostrados en la Figura 36 podemos concluir que sólo 

existen diferencias en la expresión proteica para NDUFB8, una subunidad accesoria del 

complejo NADH deshidrogenasa (o complejo I) y que muestra una menor expresión en 

células STIM1-KO diferenciadas. Debido a la relevancia de este dato nos planteamos 

determinar la actividad del complejo I a partir de lisados celulares de las dos condiciones 

experimentales. 
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4. EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD DEL COMPLEJO I MITOCONDRIAL.  
 

  Una adecuada polarización de la membrana interna mitocondrial es debida a un 

transporte eficiente de electrones dentro de la cadena respiratoria mitocondrial. Por ello, 

tras observar que las células deficientes en STIM1 muestran una alteración del potencial 

de membrana mitocondrial y un descenso en la expresión de la subunidad NDUFB8 del 

complejo I de la cadena de transporte, decidimos evaluar la actividad de este complejo 

(NADH ubiquinona oxidorreductasa), ya que representa la actividad NADH oxidasa más 

importante de la mitocondria. Para esta medida se empleó la quinona CoQ1 (50 µM) como 

aceptor de electrones, en presencia de NADH 75 µM como donador de electrones. A 

continuación, se añadieron lisados de células WT o STIM1-KO diferenciadas (6 DIV) y se 

registró la absorbancia a 340 nm durante 10 minutos. Finalmente, se añadieron 10 µg de 

rotenona, inhibidor del complejo I, y se registró la absorbancia durante 10 minutos 

adicionales para comprobar la actividad sensible e insensible a rotenona. Los resultados 

de esta medida nos indican que existe una disminución de actividad del complejo I, 

Figura 36. Análisis de proteínas de los 
complejo I-V de la cadena respiratoria 
mitocondrial. Panel A: Los niveles de 

expresión de proteínas pertenecientes a los 
distintos complejos de la cadena respiratoria 

mitocondrial (NDUFB8 (CI), SDHB (CII), 

UQCRC2 (CIII), MTCO1 (CIV) y ATP5A 

(CV) se evaluaron por inmunoblot a partir de 

lisados celulares obtenidos de células SH-

SY5Y indiferenciadas y diferenciadas (6 

DIV), utilizando el anticuerpo comercial 
Total OXPHOS. El nivel de expresión de 

GAPDH fue empleado como control de 

carga del inmunoblot. Panel B: 

Cuantificación del nivel de expresión para 

NDUFB8 (subunidad del complejo I) a partir 

de 3 ensayos independientes (media ± s.d.; 

**p<0.01). 
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superior al 50%, en células STIM1-KO diferenciadas con respecto a células WT 

diferenciadas (Figura 37). 

 

 
 
Figura 37. Medida de la actividad del complejo I de la cadena de transporte de electrones 
mitocondrial. La actividad total e insensible a rotenona de la NADH oxidasa se determinó a partir 

de lisados de células SH-SY5Y WT y STIM1-KO diferenciadas (6 DIV). En el panel de la izquierda, 

se representan los datos como media ± s.d. a partir de 2 experimentos independientes. En el panel 

de la derecha, se muestra la diferencia entre la actividad total y la actividad remanente tras la 
adición de rotenona al ensayo, es decir, la actividad NADH oxidasa sensible a rotenona que es 

dependiente del complejo I (**p<0.01). 

 

 

5. LA DEFICIENCIA EN STIM1 PROVOCA UN DESCENSO EN LA CONCENTRACIÓN 
DE Ca2+ MITOCONDRIAL.  
 

La carga negativa del potencial de membrana viene establecida por la cadena 

respiratoria mitocondrial y modula a otros procesos importantes, como la captación de 

Ca2+ a través del uniportador de Ca2+ mitocondrial (MCU) (Patron et al., 2013). En este 

sentido y en base a los resultados mostrados en las anteriores figuras, nos planteamos 

determinar la concentración de Ca2+ mitocondrial ([Ca2+]mito), así como los niveles de 

expresión de MCU en ambas líneas celulares. Para la medida de la [Ca2+]mito seguimos el 

método de (Palmer and Tsien, 2006). Las células WT y STIM1-KO se transfectaron con 

el sensor de Ca2+ 4mtD3-cpv, que combina los fluoróforos CFP/YFP. Las células se 

sembraron en cubreobjetos y transcurridas 48 horas desde la transfección se registró la 

fluorescencia emitida por los canales CFP, FRET e YFP en medio HBSS con CaCl2 1.26 

mM. Tras la evaluación de la señal máxima y mínima para cada experimento, y siguiendo 

los cálculos indicados en el punto 11.2 de Materiales y Métodos, se determinó la [Ca2+]mito 

(Figura 38). 
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Figura 38. Medida de la concentración de Ca2+ mitocondrial. Células SH-SY5Y WT y STIM1-

KO se transfectaron de manera transitoria para la expresión del sensor de Ca2+ 4mtD3cpv y 48 h 

después se registró la emisión de fluorescencia de los canales CFP, FRET (imagen izquierda y 

central en la figura) e YFP, para monitorizar la transferencia de energía. En la parte inferior, se 

representa la [Ca2+]mito para ambas líneas celulares. Para ello, se registró la señal del ratio 

FRET/CFP en células en medio HBSS con Ca2+ durante 4-5 minutos. La calibración del ratio 
FRET/CFP para calcular la Rmin y Rmax se llevó a cabo de manera individual para cada ensayo. 

En la gráfica los datos se muestran como media ± s.d. de 7 experimentos independientes (*p<0.05). 

 

La Figura 38 muestra que las células deficientes en STIM1 presenta una [Ca2+]mito 

aproximadamente un 60% inferior a la observada en células wild-type (27.8 ± 22.8 µM 

para STIM1-KO frente a 66.4 ± 10.9 µM de las WT). Tras comprobar que las células 

STIM1-KO presentaban un notable déficit en la [Ca2+]mito, evaluamos el nivel de expresión 

de MCU por inmunoblot a partir de lisados totales de células WT y STIM1-KO 

indiferenciadas (48 h en medio de crecimiento) y diferenciadas (12 DIV). A partir de este 

análisis, no se observaron diferencias significativas en la expresión de MCU entre las dos 

líneas celulares en la condición de indiferenciadas. Sin embargo, las células STIM1-KO 

diferenciadas mostraron una disminución en la expresión de MCU próxima al 40% (Figura 

39). 
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Figura 39. Análisis del nivel de expresión de MCU mediante inmunoblot. La expresión de MCU 

se evaluó mediante inmunoblot a partir de lisados celulares obtenidos de células indiferenciadas y 

diferenciadas (12 DIV) de ambas líneas celulares. El nivel de expresión de tubulina fue empleado 

como control de carga del inmunoblot. En la parte inferior se muestra la cuantificación del nivel de 

expresión para MCU a partir de 3 ensayos independientes (media ± s.d.; **p<0.01). 

 

En definitiva, la evidente despolarización mitocondrial observada para células 

STIM1-KO diferenciadas así como la disminución de la expresión del uniportador de Ca2+ 

MCU podría explicar la pérdida de viabilidad celular y aumento de senescencia mostrada 

en el primer capítulo de este trabajo. 

 

6. ESTUDIO DE LA MITOFAGIA BASAL EN CÉLULAS WT Y STIM1-KO. 
  

Tras la observación de que existe un daño mitocondrial significativo en las células 

STIM1-KO y teniendo en cuenta que la mitofagia es un proceso celular involucrado en el 

reciclaje de mitocondrias no funcionales para su posterior degradación lisosomal, nos 

planteamos evaluar los niveles de mitofagia basal (independiente de estímulos 

mitofágicos inducidos) en ambas líneas celulares. Para ello, se emplearon células WT y 

STIM1-KO que expresan la construcción mito-QC que permite determinar el nivel de 

mitofagia celular. 
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6.1. Caracterización inicial de líneas mito-QC generadas. 
 

En este trabajo se han generado líneas celulares WT y STIM1-KO que expresan la 

construcción mito-QC (tándem de proteínas mCherry-GFP-FIS1), una herramienta que 

nos permite el estudio de la vía mitofágicas (Allen et al., 2013). Estas líneas se generaron 

por infección retroviral, obteniéndose distintos clones celulares tras la selección 

antibiótica. A partir de cultivos celulares de dichos clones se obtuvieron lisados para 

analizar la expresión por inmunoblot de la construcción mCherry-GFP-FIS1, utilizándose 

para ello un anticuerpo específico frente al fluoróforo GFP, que revela el tándem de mito-

QC con un tamaño aparente de ~60 kDa (Figura 40).  

 

 
 

 
 

 

 

 

 

 
 

6.2. El déficit de STIM1 incrementa la mitofagia basal en células SH-SY5Y. 
 

Las líneas celulares que expresan de manera estable la construcción mito-QC 

(Figura 40) nos permiten evaluar el nivel de mitofagia mediante la cuantificación del 

número de mitolisosomas, es decir, fracciones mitocondriales que se observan como 

puntos rojos al ser embebidos en un pH acídico como el lisosomal y que extingue la 

fluorescencia verde (GFP) de mito-QC. Así, en este ensayo cuantificamos el número de 

mitolisosomas en células WT y STIM1-KO diferenciadas (6 DIV). Para ello, las células se 

Figura 40. Selección de clones positivos para la construcción mito-QC. Células SH-SY5Y 

WT y STIM1-KO se transfectaron por infección retroviral con la construcción mCherry-GFP-

FIS1. Tras la selección con antibiótico, los clones se crecieron hasta la obtención de 

monocapas celulares, y lisados celulares de cada muestra (30 µg proteína) se emplearon para 

el análisis de expresión de GFP mediante inmunoblot. Los clones 1 y 3 para WT, y el clon 3 

para STIM1-KO fueron positivos para la expresión de mito-QC. Como control se utilizaron 

muestras de lisados de células WT y STIM1-KO, y como control de carga se evaluó el nivel de 

vinculina. 
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cultivaron en cubreobjetos y se monitorizaron por epifluorescencia en medio libre de 

bicarbonato Leibovitz’s L-15 suplementado con FBS 10% para la adquisición de 

imágenes. El análisis de las imágenes se realizó como se indica en el punto 6.4.2 de 

Materiales y Métodos (Figura 41). 

 

 
Figura 41. Análisis del nivel de mitofagia en células SH-SY5Y diferenciadas. Panel A: 

imágenes de células WT (izquierda) y STIM1-KO (derecha) diferenciadas (6 DIV) de las líneas 

celulares que expresan establemente la construcción mito-QC (escala = 10 µm). Estas células se 

monitorizaron por epifluorescencia con un objetivo Plan Apochromat 100x (NA 1.45) de inmersión 

en aceite para la adquisición de imágenes en secciones del eje z de 0.2 µm en los canales GFP y 

mCherry. Las imágenes obtenidas en el eje z se deconvolucionaron y se realizó la proyección total 

de las mismas (las líneas discontinuas marcan la envoltura nuclear de las células). Panel B: 

cuantificación del número de mitolisosomas (número de puntos rojos de mCherry sin solapar con 
el verde de GFP) por célula (eje y) tras el análisis con el software ImageJ y el plugin MitoQC 

Counter (Universidad de Dundee). La figura muestra datos de 2 experimentos independientes (> 

40 células por condición, *p<0.05). 
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A partir de las imágenes y cuantificación de mitolisosomas por célula (Figura 41), 

podemos concluir que la ausencia de STIM1 incrementa el nivel de mitofagia en células 

SH-SY5Y diferenciadas, una característica fenotípica que apoya los datos previos que 

indican una fuerte pérdida del potencial de membrana interna mitocondrial en células 

STIM1-KO. 

 

7. EL DÉFICIT DE STIM1 ALTERA LA EXPRESIÓN DE LOS RECEPTORES DE IP3. 
 

En la Introducción de este trabajo se ha mostrado que los receptores de inositol-

1,4,5-trisfosfato (IP3Rs) son esenciales en la señalización mediada por Ca2+ ya que 

constituyen el principal mecanismo de movilización de Ca2+ desde reservorios 

intracelulares como el RE. Además, se ha citado la importancia de la relación de este 

orgánulo y la mitocondria, por su implicación en el tamponamiento de Ca2+, lo que permite 

mantener unos niveles adecuados de Ca2+ citosólico favoreciendo la supervivencia 

celular. En este capítulo hemos mostrado que las células deficientes en STIM1 presentan 

un descenso significativo de la [Ca2+]mito con respecto a las células parentales (Figura 38), 

lo que nos permite plantear la hipótesis de que la transferencia de Ca2+ entre RE y 

mitocondria podría estar alterada en las células STIM1-KO debido a una alteración en el 

funcionamiento y/o los niveles de expresión de los IP3Rs. 

 
7.1. La ausencia de STIM1 reduce los niveles de expresión del receptor IP3R3. 

 
Por esta razón, evaluamos los niveles de expresión a nivel de mRNA de los 

receptores de IP3 (ITPR1, ITPR2, ITPR3). A partir de cultivos celulares parentales y 

STIM1-KO se llevó a cabo una extracción de RNA total y se analizó mediante PCR 

cuantitativa (qPCR) el nivel relativo de transcritos de los genes que codifican para estos 

receptores (KO/WT) (Figura 42.A). Además, se analizaron los niveles de mRNA para 

estos receptores a partir del RNA extraído de una línea celular SH-SY5Y que expresa de 

manera estable la proteína STIM1 (STIM1over/WT) (Figura 42.B). Como control de estos 

experimentos se analizó el nivel de transcritos para el gen de referencia RPL32 

(housekeeping gene). 

Los datos de la Figura 42 indican que las células STIM1-KO presentan niveles de 

mRNA para ITPR3 que son ~80% inferiores a los niveles encontrados en células 

parentales. De forma interesante, las células con sobre-expresión de STIM1 ven 

incrementados sus niveles de mRNA para ITPR3, lo que sugiere que podría existir una 
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relación directa entre el nivel de STIM1 y los niveles de expresión del receptor de IP3 tipo 

3 (gen ITPR3). 

 

    
 
Figura 42. Análisis de los niveles de mRNA de IP3R. Muestras de RNA total procedentes de 

neuroblastos wild-type (WT), STIM1-KO y neuroblastos que sobre-expresan STIM1 (STIM1over) se 
analizaron por qPCR utilizando primers específicos para los transcritos de los genes ITPR1, ITPR2 

y ITPR3. Como control se evaluó el nivel de transcritos del gen de referencia RPL32. Panel A: 

Representación gráfica de la cantidad relativa de transcritos de receptores de IP3 en células 

STIM1-KO con respecto a células WT (KO/WT). Panel B: Representación gráfica de la cantidad 

relativa de transcritos de receptores de IP3 en células que sobre-expresan STIM1 con respecto a 

células WT (STIM1over/WT). Los datos representan la media ± s.d. de 2 experimentos 

independientes, cada uno de ellos con muestras analizadas por triplicado. 

 

El siguiente paso que se llevó a cabo en este trabajo fue evaluar si esta disminución 

de expresión de transcritos de ITPR3 iba acompañado de una disminución de expresión 

de la proteína. Mediante inmunoblot se analizó el nivel de expresión de ITPR3 en células 

WT y STIM1-KO, utilizando lisados totales de células indiferenciadas. Como control de 

carga se evaluó el nivel de expresión de beta-tubulina. Los datos mostrados en la Figura 

43 demuestran que existe un menor nivel del canal ITPR3 en células STIM1-KO 

(resultados similares fueron obtenidos para células STIM1-KO diferenciadas (6 DIV)). 

Estos resultados podrían explicar por sí mismo la disminución del nivel de Ca2+ 

intramitocondrial, y por consiguiente la pérdida del potencial de membrana interna 

mitocondrial y la pérdida de viabilidad. 
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Figura 43. Disminución de expresión del canal ITPR3 en células STIM1-KO. Panel A: Nivel de 
expresión de ITPR3 en neuroblastos parentales y STIM1-KO analizado mediante inmunoblot a 

partir de lisados celulares utilizando 30 µg de proteína total. El nivel de expresión de beta-tubulina 

se empleó como control de carga. Panel B: Cuantificación de los niveles de expresión de ITPR3 

para las distintas condiciones. Los datos representan la media ± s.d. de 4 ensayos independientes 

(***p<0.001).  

 

8. EL DÉFICT DE RECEPTORES DE IP3 PROVOCA UNA DISMINUCIÓN DE LA [Ca2+] 
BASAL EN CÉLULAS STIM1-KO. 

 
La asociación de los receptores de IP3 a STIM1 potencia la entrada de Ca2+ a través 

de SOCE, ya que el eflujo de Ca2+ desde el RE a través de los receptores de IP3 provoca 

una depleción en el nivel de Ca2+ intraluminal en las cercanías del receptor, y por tanto 

en las cercanías de STIM1. Este vaciado parcial y localizado del RE provoca la activación 

de STIM1, estimulando SOCE (Sampieri et al., 2018). En este trabajo, hemos observado 

que la línea SH-SY5Y deficiente en STIM1 no sólo presenta una entrada de Ca2+ a través 

de canales SOC prácticamente nula (Figura 13, capítulo 1), sino que reduce la expresión 

del receptor de IP3 tipo 3 (Figuras 42 y 43). En este sentido y dado el importante papel 

que desempeñan los ITPRs en el RE, nos planteamos evaluar su actividad estimulando 

su apertura con un agonista de receptores muscarínicos como el carbacol (Cch), midiendo 

a continuación los niveles de [Ca2+]i.  

Las células SH-SY5Y WT y STIM1-KO se cargaron con fura-2 y tras la carga se 

trataron con carbacol 100 µM en HBSS libre de Ca2+ o en HBSS con CaCl2 1.26 mM para 

inducir el vaciado del RE. En la Figura 44 podemos observar cómo tras añadir carbacol y 

producirse la liberación de Ca2+ desde el RE a través de receptores de IP3, el ratio F340/F380 

registrado en la células STIM1-KO es inferior al registrado en las células WT tanto en 

presencia como en ausencia de Ca2+.  
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Estos resultados indican que la línea SH-SY5Y deficiente en STIM1 no sólo 

presenta un déficit en la expresión del receptor ITPR3 sino que también muestra una 

atenuación en la actividad de este receptor, lo que podría explicar el descenso de la 

[Ca2+]mito en células deficientes en STIM1.   

Figura 44. Medida de la [Ca2+]i en células SH-SY5Y wild-type y STIM1-KO tras el vaciado del 
RE inducido con carbacol. Células WT y STIM1-KO cargadas con fura-2 se emplearon para 

monitorizar el ratio de fluorescencia F340/F380. Las células se estimularon con carbacol 100 µM 

(CCh) en medio HBSS libre de Ca2+(Panel A) o en medio HBSS con CaCl2 1.26 mM (Panel B) a 

los 2 y 5 min de comenzar el ensayo (120 y 300 secs en las gráficas). En el margen derecho de 

cada panel se representa gráficamente el incremento del ratio F340/F380 antes y después de la 
adición del primer pulso de carbacol para células WT (negro) y células STIM1-KO (gris). Los datos 

representan la media ± s.d. de 2 ensayos independientes (*p<0.05). 
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Capítulo 3 
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Los resultados presentados hasta ahora en este trabajo indican que la ausencia de 

STIM1 en células SH-SY5Y no sólo reduce drásticamente el influjo de Ca2+ extracelular a 

través de canales SOC, sino que afecta a la viabilidad celular de estos neuroblastos 

durante la diferenciación neuronal. En el capítulo 1, hemos mostrado que las células 

STIM1-KO presentan mayores niveles de senescencia y una menor [Ca2+]i, acompañado 

de un incremento en la expresión y actividad del canal CaV1.2. Por otro lado, en el capítulo 

2 hemos mostrado que las células STIM1-KO presentan un menor potencial de membrana 

mitocondrial comparado con la línea parental, lo que sumado a un incremento en el nivel 

de mitofagia y un déficit en la actividad del complejo I de la cadena respiratoria 

mitocondrial, sugiere estas células presentan mitocondrias no funcionales, que explica la 

muerte celular provocada por la deficiencia de STIM1. Además, en estas células STIM1-

KO se ha observado una reducción en la expresión de canales de Ca2+ esenciales para 

la señalización mediada por Ca2+, como el ITPR3 en el RE y MCU en la mitocondria. 

En este capítulo, vamos a estudiar si con el silenciamiento de la expresión del canal 

CaV1.2 se consigue normalizar la viabilidad y funcionalidad mitocondrial de las células 

deficientes en STIM1. Además, analizaremos qué papel pueden desempeñar STIM1 y 

ITPR3 en el trasvase de Ca2+ entre el RE y la mitocondria. 
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1. SILENCIAMIENTO DEL CANAL CaV1.2 EN CÉLULAS STIM1-KO Y 
RECUPERACIÓN DEL FENOTIPO SILVESTRE. 
 

Las células STIM1-KO muestran un incremento de expresión del canal CaV1.2, tanto 

a nivel de mRNA como de proteína, lo que conlleva una sobreactivación de dicho canal, 

incrementándose la entrada Ca2+ extracelular en respuesta a la despolarización (Figura 

29, capítulo 1). Para evaluar el papel real de la sobre-expresión del canal CaV1.2 en la 

inducción de muerte celular, hemos reducido la actividad de este canal en células STIM1-

KO mediante la generación de una línea CACNA1C knock-down (KD). De este modo, 

hemos analizado la hipótesis de que un aumento en la entrada de Ca2+ extracelular a 

través de estos canales, podría ser responsable de la inducción de muerte celular y que 

la línea STIM1-KO/CACNA1C-KD podría revertir este efecto. 
 

1.1. Generación de una línea STIM1-KO/CACNA1C-KD. 
 
En este trabajo se ha generado una línea celular para reducir la expresión de los 

transcritos del gen CACNA1C mediante la transfección estable de un RNA específico de 

29 nucleótidos (shRNA, Origene#TF314247A) en células SH-SY5Y STIM1-KO. Esta línea 

celular se generó por infección retroviral, obteniéndose distintos clones tras la selección 

con antibiótico. Los clones obtenidos se mezclaron en un único cultivo celular y se dejaron 

recrecer en medio fresco sin antibiótico, obteniéndose un pool de clones con 

heterogeneidad para el nivel de silenciamiento de CaV1.2.  

Con el pool de clones resultantes se determinó la entrada Ca2+ extracelular en 

respuesta a despolarización por KCl con el fin de comprobar la eficiencia del 

silenciamiento del canal CaV1.2. De esta forma, las células CACNA1C-KD se cargaron 

con fura-2 y se midió el influjo de Ca2+ extracelular tras 1 minuto de despolarización 

inducida por KCl 90 mM. Para este ensayo se siguió un protocolo similar al empleado 

para las células WT y STIM1-KO en el capítulo 1. Además, se determinó la fracción de 

este influjo de Ca2+ que es inhibible por nifedipina 10 µM, para cuantificar de este modo la 

entrada de Ca2+ a través de la familia de VOCCs tipo L (Figura 45). Los resultados 

reflejaron que las células STIM1-KO en las que se había silenciado parcialmente el gen 

CACNA1C mostraban una entrada de Ca2+ sensible a nifedipina similar a la encontrada 

en células wild-type (Figura 29, capítulo 1). 

 

 

 

 



Resultados  

 121  
 

 
 

Figura 45. Medida de la entrada de Ca2+ a través de VOCCs tipo L en la línea celular STIM1-
KO/CACNA1C-KD. Panel A: Medida de la concentración de Ca2+ libre citosólico en células STIM1-

KO/CACNA1C-KD. Las células cargadas con fura-2 se monitorizaron en medio HBSS con Ca2+ 

1.26 mM induciendo una despolarización por KCl 90 mM durante 1 minuto (línea roja). Durante el 
tiempo de despolarización se añadió al medio 5 mM de CaCl2 para favorecer el registro de la 

entrada de Ca2+. Cuando se requirió se añadió nifedipina 10 µM al medio de ensayo (línea negra). 

Panel B: Incremento del ratio F340/F380 en células STIM1-KO y células STIM1-KO/CACNA1C-KD 

tras despolarización mediada por KCl 90 mM en ausencia (barras rojas), o en presencia de 

nifedipina 10 µM (barras negras). Los datos se representan como media ± s.d. de 3 experimentos 

independientes (con un mínimo de 60 células por condición experimental, ***p<0.001). 

 

1.2. El silenciamiento del canal CaV1.2 restaura los niveles de senescencia en 
células STIM1-KO. 

 
Tras comprobar que la entrada de Ca2+ extracelular tras despolarización era similar 

en células wild-type y en células STIM1-KO en las que se había silenciado el gen 

CACNA1C, nos planteamos estudiar si también disminuían los niveles de senescencia 

celular. Para ello, determinamos la senescencia mediante la incubación de las células con 

5-dodecanoilaminofluoresceína di-beta-D-galactopiranósido (C12FDG), sustrato de la b-

galactosidasa, reproduciendo las condiciones de los ensayos de senescencia 

desarrollados en el capítulo 1. Para ello se cultivaron las líneas celulares WT, STIM1-KO 

y STIM1-KO/CACNA1C-KD y se evaluó la senescencia en células diferenciadas (6 DIV). 

Los resultados indicaron que el silenciamiento del canal CaV1.2 en células STIM1-

KO/CACNA1C-KD reducía notablemente los niveles de senescencia observados en 

células STIM1-KO, alcanzándose valores similares a los observados en la línea parental 

(Figura 46). 
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Figura 46. El silenciamiento del gen CACNA1C restaura los valores de senescencia en 
células STIM1-KO. Células WT (negro), STIM1-KO (gris) y STIM1-KO/CACNA1C-KD (rojo) 

diferenciadas (6 DIV) se incubaron con C12FDG 1 µM y se analizaron por citometría de flujo para 

evaluar el nivel de senescencia celular. El eje y representa el porcentaje de células positivas con 

respecto a la intensidad de fluorescencia emitida por el producto de la de beta-galactosidasa. Los 

datos se representan como media ± s.d. de 3 experimentos independientes (se muestra el número 

de replicados técnicos para cada condición (n), *p<0.05). 

 

1.3. El silenciamiento del canal CaV1.2 restaura la funcionalidad mitocondrial en 
células STIM1-KO. 
 

En el capítulo 2 hemos mostrado que la deficiencia de STIM1 altera el potencial de 

membrana interna mitocondrial en células SH-SY5Y, utilizando para ello sondas 

específicas como tetrametilrodamina metil éster (TMRM). Además, los datos indicaban un 

descenso significativo en el porcentaje de células positivas para TMRM en células STIM1-

KO diferenciadas (Figura 32, capítulo 2). Por ello, durante esta parte del trabajo se 

comprobó si el silenciamiento del canal CaV1.2 restauraba el potencial de membrana 

interna mitocondrial, favoreciendo así un correcto funcionamiento mitocondrial, lo que 

podría explicar el descenso de la senescencia observado en células STIM1-

KO/CACNA1C-KD (Figura 46). De esta forma, células WT, STIM1-KO y STIM1-

KO/CACNA1C-KD diferenciadas (6 DIV) se incubaron con TMRM 2 nM durante 30 

minutos a 37ºC en PBS + BSA 1%. Las células se analizaron por citometría de flujo y se 

cuantificó el porcentaje de células positivas para la fluorescencia de TMRM en cada 

condición experimental (Figura 47A). Además, como se hiciera en el ensayo del capítulo 

2, estas líneas celulares se analizaron en presencia del desacoplante mitocondrial FCCP 
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(10 µM) mediante citometría de flujo (Figura 47B), lo que nos permitió determinar la 

especificidad de la tinción con TMRM. 

 

 

                   

 

 
Figura 47. El silenciamiento del gen CACNA1C restaura los valores de polarización de la 
membrana interna mitocondrial en células STIM1-KO. Células WT (negro), STIM1-KO (gris) y 

KO/CACNA1C-KD (rojo) diferenciadas (6 DIV) se tiñeron con TMRM 2 nM y se analizaron por 

citometría de flujo en condiciones basales (Panel A) o 10 minutos después de la adición de FCCP 

10 µM (Panel B). El eje y representa el porcentaje de células positivas o la intensidad de 

fluorescencia para TMRM en cada condición experimental. Los datos se representan como media 

± s.d. de 3 experimentos independientes (se muestra el número de replicados técnicos para cada 

condición experimental (n), ***p<0.001, **p<0.01). 

 

A partir de estos resultados podemos confirmar que el potencial de membrana 

interna mitocondrial es restaurado en células STIM1-KO diferenciadas tras realizar el 

silenciamiento de la expresión génica de CACNA1C. Además, como la polarización de la 

membrana interna mitocondrial está vinculada a la actividad de la cadena de transporte 

de electrones y en las células STIM1-KO diferenciadas se observó una disminución de 

actividad del complejo I superior al 50% con respecto a células WT (Figura 37, capítulo), 

el siguiente paso fue evaluar si con el silenciamiento del canal CaV1.2 recuperaba dicha 

actividad.  

En este sentido, y para llevar a cabo la medida de actividad del complejo I, se 

obtuvieron lisados de células WT, STIM1-KO y STIM1-KO/CACNA1C-KD diferenciadas 

(6 DIV), empleando quinona CoQ1 (50 µM) como aceptor de electrones y NADH 75 µM 

como donador electrónico. Se empleó rotenona como inhibidor específico del complejo I 

para determinar la actividad sensible e insensible a rotenona. A partir de los resultados 

de esta medida, pudimos comprobar que el knock-down del canal CaV1.2 en células 
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STIM1-KO no sólo recupera la actividad del complejo I sino que alcanza valores 2 veces 

superior al observado en la línea wild-type o parental (Figura 48). 

 

 
Figura 48. El silenciamiento del gen CACNA1C restaura la actividad del complejo I de la 
cadena de transporte de electrones en células STIM1-KO. La actividad del complejo I o NADH 

ubiquinona oxidorreductasa se determinó a partir de lisados de células SH-SY5Y WT, STIM1-KO 

y STIM1-KO/CACNA1C-KD diferenciadas (6 DIV). En el panel, se muestra la diferencia entre la 

actividad total y la actividad insensible a rotenona, es decir, la actividad NADH oxidasa sensible a 

rotenona que es dependiente del complejo I. Los datos se representan como media ± s.d. a partir 

de 2 experimentos independientes (**p<0.01). 

                        

1.4. El silenciamiento del canal CaV1.2 normaliza los niveles de [Ca2+]mito en células 
STIM1-KO. 
 

En este trabajo hemos mostrado que las células STIM1-KO presentan una [Ca2+]mito 

muy inferior a la de las células wild-type (~ 60% inferior) (Figura 38, capítulo 2). Por otro 

lado, hemos observado que el silenciamiento del canal CaV1.2 permitió recuperar la 

funcionalidad de las mitocondrias en las células deficientes en STIM1. Por ello, nuestro 

siguiente paso fue evaluar si la atenuación de la actividad de este canal VOC tipo L en 

células KO permitía recuperar los niveles basales de [Ca2+]mito. Las células WT, STIM1-

KO y STIM1-KO/CACNA1C-KD se transfectaron para la expresión transitoria del sensor 

de Ca2+ 4mtD3-cpv y transcurridas 48 horas desde la transfección se registró la 

fluorescencia emitida por los canales CFP, FRET e YFP en medio HBSS con CaCl2 1.26 

mM. Para determinar la [Ca2+]mito se llevó a cabo la evaluación del ratio máximo FRET/CFP 

y de su señal mínima de forma individual para cada experimento, y se siguieron los 

cálculos indicados en el punto 11.2 de Materiales y Métodos (Figura 49). 
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Figura 49. El silenciamiento del gen CACNA1C normaliza la concentración de Ca2+ 
mitocondrial en células STIM1-KO. Células SH-SY5Y WT, STIM1-KO y STIM1-KO/CACNA1C-
KD se transfectaron de manera transitoria para la expresión del sensor de Ca2+ 4mtD3cpv y 48 h 

después se registró la emisión de fluorescencia de los canales CFP, FRET e YFP, para monitorizar 

la transferencia de energía. Para determinar [Ca2+]mito, se registró la señal del ratio FRET/CFP en 

células en medio HBSS con Ca2+ durante 4-5 minutos. La calibración del ratio FRET/CFP para 

calcular el Rmin y Rmax se llevó a cabo de manera individual para cada ensayo. Los datos se 

muestran como media ± s.d. de 6 experimentos independientes (*p<0.05, **p<0.01). 

 

Los datos de la Figura 49 muestran que el silenciamiento del gen CACNA1C en la 

línea STIM1-KO presenta una [Ca2+]mito 2 veces superior a la observada en células wild-

type (132.9 ± 46 µM para STIM1-KO/CACNA1C-KD frente a 66.4 ± 10.9 µM de las células 

WT), de manera que se revierte de forma significativa la disminución de la [Ca2+]mito 

provocada por la ausencia de STIM1 (27.8 ± 22.8 µM para células STIM1-KO). 

 

Por otro lado, y dado que ya habíamos mostrado que la ausencia de STIM1 provoca 

un descenso en la concentración de Ca2+ citosólico basal (Figura 26, capítulo 1), hemos 

estudiado el efecto del silenciamiento de CACNA1C sobre este parámetro. Así, las células 

se cultivaron durante 48 horas, se cargaron con fura-2 y se monitorizaron por 

epifluorescencia en medio con Ca2+ (1.26 mM).  
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Figura 50. El silenciamiento del gen CACNA1C restaura los valores de la concentración de 
Ca2+ libre citosólico basal en células WT y STIM1-KO.  Las células WT (+/- shCACNA1C) y 

STIM1-KO (+/- shCACNA1C) se cargaron con fura-2 y se registró el ratio F340/F380 en medio HBSS 

con Ca2+ (1.26 mM). En la gráfica se representan los valores de la [Ca2+]i en condiciones de reposo 
para células WT (barra negra), WT/CACNA1C-KD (barra rayada negra), STIM1-KO (barra roja) y 

KO/CACNA1C-KD (barra rayada roja). Los datos se representan como la media ± s.d. de 3 

experimentos independientes (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). 

 

Los resultados que se muestran en la Figura 50  indican que el silenciamiento de la 

expresión de CACNA1C incrementó levemente la [Ca2+]i en células STIM1-KO (54.3 nM ± 

5.9 nM para STIM1-KO/CACNA1C-KD frente a 44 ± 4.4 nM de STIM1-KO), aunque lejos 

de alcanzar los niveles observados en el fenotipo WT (77.1 nM ± 10 nM para células WT 

y 80.6 nM ± 4.9 nM para células WT/CACNA1C-KD). Estos resultados sugieren que otros 

mecanismos implicados en la movilización por Ca2+, además del canal CaV1.2, podrían 

estar alterados en las células KO, ya que STIM1 está implicado en la regulación de otros 

canales, como los receptores de IP3, los cuales también son estudiados en este trabajo.  
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2. LA SOBRE-EXPRESIÓN DEL CANAL ITPR3 NORMALIZA LA [Ca2+]mito EN 
CÉLULAS STIM1-KO. 
 

En el capítulo 2 hemos mostrado que las células deficientes en STIM1 presentan 

una [Ca2+]mito significativamente inferior a la de las células parentales. Sin embargo, hemos 

descubierto otro dato es esencial para entender la alteración de la señalización de Ca2+ 

en ausencia de STIM1. Las células STIM1-KO presentan una expresión muy disminuida 

del receptor IP3 (ITPR3, también conocido como IP3R3), que está localizado 

principalmente en el RE. Dado que la mitocondria desempeña una función tamponadora 

del Ca2+ liberado por el RE, este déficit del receptor ITPR3 podría ser una de las causas 

del bajo nivel de [Ca2+]mito observado en células KO, ya que la transferencia de Ca2+ entre 

RE y mitocondria podría estar alterada. Por ello, nos planteamos estudiar esta posibilidad 

estudiando la sobreexpresión del receptor ITPR3 en células STIM1-KO y comprobando 

así su efecto sobre la [Ca2+]mito. 

 

2.1. La sobre-expresión transitoria de ITPR3 normaliza parcialmente la [Ca2+]mito en 
células STIM1-KO. 

 
Con el objetivo de determinar si la sobre-expresión del receptor ITPR3 en células 

STIM1-KO permitía recuperar los niveles de Ca2+ mitocondrial, se llevó a cabo esta 

medida en células KO transfectadas para la expresión transitoria de la proteína 

recombinante ITPR3-mCherry. Para ello se generó una construcción (UEx213) en la que 

se clonó el cDNA de ITPR3 humano (número de acceso NM_009287) en el vector 

mCherry-N1. Para aislar dicho cDNA se partió del clon HsCD00399229 obtenido del 

repositorio Harvard PlasmID (Harvard Medical School). Mediante primers diseñados para 

amplificar el cDNA completo se incorporaron dos sitios de restricción SmaI. Los primers 

fueron los siguientes: 

 

ITPR3-SmaI-Fwd: TCCCCCGGGATGAGTGAAATGTCCAGCTTTC 

ITPR3-SmaI-Rev: TCCCCCGGGGGCGGCTAATGCAGTTCTGGAC 

 

Los sitios de corte para SmaI se muestran en negrita. Una vez amplificado por PCR 

el cDNA modificado, se insertó en el vector mCherry-N1 empleando estos mismos sitios 

de restricción. Tras comprobar la orientación del inserto, la construcción generada se 

analizó mediante inmunoblot utilizando anticuerpos comerciales frente a ITPR3 y 

mCherry/RFP (Figura 51.A). A continuación, se llevó a cabo la medida de la [Ca2+]mito en 

células STIM1-KO y células STIM1-KO transfectadas para la expresión transitoria de 
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ITPR3-mCherry (Figura 51.B). En este ensayo las células se transfectaron con el sensor 

de Ca2+ 4mtD3-cpv y tras 48 h se determinó la [Ca2+]mito como hemos mostrado en 

experimentos anteriores. 

 

 
Figura 51. Medida de la [Ca2+]mito en células STIM1-KO transfectadas con ITPR3-mCherry. 
Panel A: La expresión de ITPR3-mCherry se evaluó mediante inmunoblot utilizando dos 
anticuerpos comerciales, uno frente a ITPR3 y otro específico para mCherry/RFP. El nivel de 

expresión de beta-tubulina fue analizado como control de carga del inmunoblot. Panel B: Células 

STIM1-KO (gris) y KO transfectadas con la construcción ITPR3-mCherry (rojo), se transfectaron 

para la expresión transitoria del sensor de Ca2+ 4mtD3cpv y 48 h después se llevó a cabo la medida 

de la [Ca2+]mito. Los datos corresponden a la media ± s.d. de 2 experimentos independientes 

(*p<0.05).  
 

Los datos mostrados en la Figura 51 indican que un incremento de expresión del 

receptor ITPR3 en células STIM1-KO puede llegar a normalizar la [Ca2+]mito de manera 

significativa (97.50 ± 8.94 µM para STIM1-KO/ITPR3-mCherry frente a 50.32 ± 5.87 µM 

en células STIM1-KO), lo que significa que la disminución de expresión de ITPR3 en 

células STIM1-KO tiene un papel importante en la desregulación de la [Ca2+]mito. Por ello, 

el siguiente paso de este trabajo consistió en la generación de una línea celular STIM1-

KO con sobre-expresión estable de dicho receptor para así poder corroborar la 

contribución de este receptor al control de la [Ca2+]mito, ya que con las líneas estables es 

posible eliminar variaciones en el nivel de expresión de ITPR3 entre células, siendo esta 

expresión homogénea para cada clon. 
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2.2. Generación de una línea estable para la expresión de ITPR3-Myc. 
 

Empleando la construcción comercial MR225699 de Origene, que contiene el cDNA 

de ITPR3 de ratón (NM_080553) clonado en un vector pCMV6-Entry, la línea estable para 

la sobre-expresión de ITPR3-Myc se generó por resistencia al antibiótico G418, 

obteniéndose distintos clones celulares tras la selección antibiótica. A partir del cultivo de 

dichos clones se obtuvieron lisados para analizar la expresión por inmunoblot de la 

construcción ITPR3-Myc (Figura 52). 

 

 

 
 
Figura 52. Selección de clones positivos para la construcción ITPR3-Myc. Las células SH-

SY5Y STIM1-KO se transfectaron con la construcción ITPR3-Myc y se seleccionaron distintos 

clones por resistencia al antibiótico G418. Tras la selección, los clones se crecieron hasta la 

obtención de monocapas celulares y los lisados celulares de cada uno (30 µg proteína) se 

emplearon para el análisis de expresión de ITPR3 mediante inmunoblot. Los clones 29 y 57 fueron 

positivos para la expresión de ITPR3-Myc. Como control se utilizaron muestras de lisados de 

células STIM1-KO y como control de carga se evaluó el nivel de beta-tubulina. 

 

A partir de estos resultados se analizó la [Ca2+]mito en los clones #29 y #57 con el fin 

de corroborar los datos obtenidos con la línea STIM1-KO transfectada transitoriamente 

con ITPR3-mCherry.  

 

2.3. La expresión estable de ITPR3 normaliza la [Ca2+]mito en células STIM1-KO. 
 

Tras la generación de una línea estable para la sobre-expresión del receptor ITPR3 

en células STIM1-KO, se determinó la [Ca2+]mito empleando las células WT y STIM1-KO 

como control (Figura 53), con objeto de certificar si el incremento de expresión en ITPR3 

conducía a una recuperación de la [Ca2+]mito, una medida que se realizó reproduciendo las 

condiciones del punto 2.1 de este capítulo. 
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Figura 53. Medida de la [Ca2+]mito en células STIM1-KO con sobre-expresión de ITPR3-Myc. 
Células WT (negro), STIM1-KO (gris) y STIM1-KO con sobre-expresión de ITPR3-Myc (clon #29 

en rojo y clon #57 en azul), se transfectaron para la expresión transitoria del sensor de Ca2+ 

4mtD3cpv y 48 h después se llevó a cabo la medida de la [Ca2+]mito. Los datos son media ± s.d. de 

2 experimentos independientes (*p<0.05, **p<0.01). 

 

 Los datos de la Figura 53 nos indican que la sobre-expresión estable del receptor 

ITPR3 en células STIM1-KO incrementa la [Ca2+]mito en estas células, incluso mejorando 

los registros observados para la expresión transitoria de ITPR3 (Figura 51.B). A pesar de 

que no se alcanzan los niveles de Ca2+ mitocondrial observados en el fenotipo wild-type 

(111.4 ± 9.82 µM y 115.9 ± 19.31µM para los clones #29 y #57 con sobre-expresión de 

myc-ITPR3 frente a 50.32 ± 5.87 µM de células STIM1-KO y 163.7 ± 40.43 µM de células 

WT), los datos sí que sugieren que la disminución de expresión de ITPR3 en células 

STIM1-KO desarrolla un papel importante en la desregulación de la [Ca2+]mito en estas 

células, por lo que ITPR3 podría tener un papel fundamental a la hora de mantener la 

funcionalidad mitocondrial mediante el control del trasvase de Ca2+ entre el RE y la 

mitocondria. 

 

En definitiva, los resultados mostrados en este capítulo nos permiten concluir que 

el silenciamiento del canal CaV1.2 y la sobre-expresión del receptor ITPR3 en células 

STIM-KO, corrigen la desregulación de la homeostasis del Ca2+ estudiada en los dos 

primeros capítulos de este trabajo, recuperando así la viabilidad celular y la funcionalidad 

mitocondrial del fenotipo silvestre. 
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El trabajo desarrollado en esta Tesis Doctoral ha pretendido estudiar cómo afecta 

la ausencia de STIM1 a la diferenciación neuronal de la línea de neuroblastoma humana 

SH-SY5Y. Dado que STIM1 es el principal activador de canales SOC tras el vaciado de 

depósitos intracelulares de Ca2+ como el RE, se estima que desempeña un papel esencial 

en la homeostasis del Ca2+, proceso esencial para la supervivencia celular ya que la 

disrupción o desregulación de la movilización de Ca2+ se ha relacionado con multitud de 

enfermedades autoinmunes y neurodegenerativas (Mukherjee and Brooks, 2014). Son 

diversos los estudios que vinculan la alteración de rutas de señalización por Ca2+ con 

neurodegeneración, por lo que la generación de una línea celular editada genómicamente 

para silenciar la expresión de STIM1 obteniendo células defectivas en SOCE, puede 

aportar nuevos conocimientos sobre las consecuencias de la desregulación de los niveles 

de Ca2+ intracelular en la función neuronal y la viabilidad celular. 

Las enfermedades neurodegenerativas constituyen la principal causa de muerte en 

la población de mayor edad y aún no se han desarrollado terapias totalmente eficientes 

para su tratamiento o erradicación, con mención especial a la enfermedad de Alzheimer. 

De hecho es relevante destacar que la gran mayoría de los estudios sobre esta 

enfermedad se centran en el Alzheimer familiar (FAD), una tipología que sólo representa 

al 5%, como máximo, de los pacientes de Alzheimer. El FAD está asociado a 

polimorfismos de los genes de las presenilinas 1/2 (PSEN1 y PSEN2), cuyas variantes 

alélicas están relacionadas con un procesamiento anormal del péptido b-amiloide. PSEN1 

y PSEN2 influyen de manera determinante en la actividad de la g-secretasa, la cual es 

responsable de la escisión proteolítica de la proteína precursora amiloide (APP) en su 

dominio transmembrana. Además, el dominio transmembrana de STIM1 constituye una 

diana para la g-secretasa asociada a mutaciones en PSEN1 (Figura 54) y se ha observado 

que los niveles de STIM1 en fibroblastos de pacientes con Alzheimer familiar son 

inferiores a los de individuos control (Tong et al., 2016), lo que sugiere que la disminución 

del nivel total de STIM1 en pacientes con FAD podría estar mediando la patología, o al 

menos algunas características de su fenotipo. En este sentido, en células HEK293 con 

mutaciones en PSEN1 (Bojarski et al., 2009) y en cultivos prolongados de neuronas de 

hipocampo (Calvo-Rodríguez et al., 2016), que pretenden simular un envejecimiento in 

vitro, se ha observado que las células presentan niveles de SOCE atenuados. Estas 

observaciones, por tanto, sugieren que la desregulación del Ca2+ puede desempeñar un 

papel importante en la patogénesis del Alzheimer familiar. 

No obstante, la forma más común de esta enfermedad es la del Alzheimer de origen 

esporádico que es genéticamente complejo, siendo su estudio muy arduo debido a la 

dificultad para establecer modelos celulares y/o animales que imiten sus síntomas y 
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progresión. En un trabajo de nuestro  grupo de investigación se ha mostrado por primera 

vez que muestras de cerebro post mortem de pacientes con Alzheimer esporádico 

presentan una disminución del nivel de expresión de STIM1 en una región del cerebro 

denominada giro frontal medio, en comparación con pacientes control, sin ningún tipo de 

demencia y de la misma edad (Pascual-Caro et al., 2018a). De hecho este tipo de estudio 

constituye un punto de partida para desarrollar modelos celulares de estudio que permitan 

comprender el papel que juega la desregulación de la señalización y homeostasis del Ca2+ 

en el desarrollo de enfermedades neurológicas, especialmente el Alzheimer. Una 

estrategia para desarrollar un sistema de estudio in vitro que nos permita evaluar la 

deficiencia de STIM1 es la generación de líneas celulares neuronales editadas 

genómicamente. La alternativa es el desarrollo de animales de experimentación knock-

out para STIM1, pero estos animales presentan una elevada tasa de muerte perinatal 

(Oh-Hora et al., 2008, Mancarella et al., 2013), sin que puedan llegar a edades avanzadas 

que permitan estudiar procesos neurológicos relacionados con la edad. 

El uso de herramientas para la edición genómica, como el sistema CRISPR/Cas9, 

ofrece la posibilidad de obtener un knock-out de la expresión de un gen sin provocar 

inestabilidad genómica de forma significativa, mediante la generación de pequeñas 

inserciones o deleciones (indels) en la secuencia diana del gen diana. En este sentido, 

en este trabajo hemos usado la versión nickasa de la nucleasa Cas9 (Cas9n) (Figura 54), 

una estrategia que reduce el número de errores de localización (off-targets) ya que 

requiere dos RNAs guías independientes, una por cada hebra del DNA, para definir la 

secuencia diana que pretende ser editada. Esta estrategia, que ha sido previamente 

utilizada en nuestro laboratorio en otros tipos celulares y este mismo locus genómico 

(Lopez-Guerrero et al., 2017b, Lopez-Guerrero et al., 2017a), nos ha permitido provocar 

la pérdida de expresión de la proteína STIM1 en células SH-SY5Y debido a la generación 

de dos insertos diferentes, uno por cada alelo, cada uno de ellos con un codón de parada 

de traducción prematuro. 

Los resultados mostrados en este trabajo demuestran que esta línea celular 

deficiente en la expresión de STIM1 generada a través del sistema CRISPR/Cas9 y, por 

tanto, sin entrada de Ca2+ extracelular en respuesta al vaciado de depósitos intracelulares 

(es decir, deficientes en SOCE), es capaz de adquirir un fenotipo neuronal mediante un 

proceso de diferenciación con ácido retinoico y el factor neurotrófico BDNF, de manera 

similar al observado en células parentales con expresión de STIM1 wild-type. No obstante, 

en este trabajo hemos demostrado que a pesar de su capacidad para diferenciarse, las 

células deficientes en STIM1 muestran una notable pérdida de viabilidad celular durante 

su diferenciación. Por ello, las células SH-SY5Y diferenciadas constituyen un modelo in 

vitro con el cual estudiar la función neuronal, y el hecho de que STIM1 sea esencial para 
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mantener la viabilidad en células SH-SY5Y diferenciadas, genera multitud de cuestiones 

sobre la importancia en neuronas de las vías de señalización mediadas por Ca2+ y 

controladas por STIM1. 

En este trabajo, hemos mostrado que durante la diferenciación de las células SH-

SY5Y se incrementa la expresión de STIM1, lo que sugiere un papel que gana importancia 

a medida que se adquiere un fenotipo neuronal. Sin embargo, este incremento no va 

acompañado de una mayor activación de canales SOC o entrada de Ca2+ a través de 

SOCE. Por el contrario, el nivel de SOCE en células diferenciadas es significativamente 

inferior al observado en neuroblastos indiferenciados, lo que sugiere que este incremento 

en el nivel de STIM1 debería estar relacionado con una función no canónica de la 

proteína, es decir, independiente de la activación de entrada de Ca2+ regulada por 

depósitos intracelulares. No obstante, los estudios desarrollados en este trabajo no 

aportan información sobre el papel que puede desempeñar STIM2 durante la 

diferenciación de células SH-SY5Y así como su implicación en SOCE, ya que no se han 

conseguido desarrollar con éxito líneas celulares STIM2-KO y STIM1/STIM2-KO en 

células SH-SY5Y. En este sentido, se ha propuesto que STIM1 puede desempeñar otras 

funciones en neuronas diferenciadas, como el control de la excitabilidad neuronal y la 

plasticidad intrínseca de neuronas de Purkinje (Ryu et al., 2017), lo cual apoya los 

resultados obtenidos a partir de ratones transgénicos con sobreexpresión de STIM1 en 

los que se observa una mejora del aprendizaje contextual y  la formación de memoria 

(Majewski et al., 2017). 

Otro aspecto a destacar de la proteína STIM1 es su función como regulador de 

canales y receptores distintos a los canales SOC. Por un lado, STIM1 modula 

positivamente los receptores de glutamato, regulando la activación de las subunidades 1 

y 2 (GluA1/2) del receptor ionotrópico de glutamato AMPA en cultivos de neuronas 

corticales de rata (Gruszczynska-Biegala et al., 2016) y del receptor metabotrópico de 

glutamato tipo 1 (mGluR1) en neuronas de Purkinje de ratón (Hartmann et al., 2014b). Sin 

embargo, aún se desconoce el mecanismo molecular que subyace a esta modulación de 

mGluR1 y GluA1/2 por parte de STIM1. 

Por otro lado, se ha propuesto que STIM1 modula de forma negativa la actividad de 

algunos canales de Ca2+ operados por voltaje, principalmente el canal de tipo L CaV1.2 

(Figura 54), el cual resulta inhibido por interacción directa con STIM1, lo que potencia no 

solo su inhibición sino su internalización desde la membrana plasmática (Park et al., 2010, 

Wang et al., 2010). Los resultados mostrados en este trabajo respaldan el hecho de que 

STIM1 sea un regulador negativo de CaV1.2, puesto que la deficiencia de STIM1 

incrementó los niveles de este canal VOC tipo L, así como el influjo de Ca2+ a través de 

este canal, unas condiciones patofisiológicas que concuerdan con lo observado en 
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fibroblastos procedentes de pacientes con Alzheimer familiar, es decir con mutaciones en 

PSEN1/2 (Tong et al., 2016), como se refleja en la Figura 54. 

De forma paralela otros trabajos han registrado una elevada actividad de canales 

VOC en neuronas piramidales de la región CA1 de hipocampo en ratas envejecidas, una 

alteración que regula negativamente la plasticidad neuronal a corto plazo (Thibault et al., 

2001). En este aspecto, ratones transgénicos diseñados para provocar una acumulación 

de péptidos Ab y una hiperfosforilación de la proteína Tau en neuronas piramidales de la 

región CA1 (conocidos como ratones 3xTgAD), muestran un incremento en las corrientes 

de Ca2+ generadas por los canales VOC tipo L con respecto al fenotipo wild-type. Estos 

resultados sugieren que la desregulación de estos canales VOC está vinculada a aquellas 

patologías mediadas por alteraciones de Tau, es decir, a la degeneración neuronal 

observada en pacientes de Alzheimer familiar (Wang and Mattson, 2014). De la misma 

forma, las células SH-SY5Y STIM1-KO presentan un fenotipo similar a estas neuronas 

piramidales envejecidas, ya que muestran una corriente de influjo de Ca2+ a través de 

canales VOC muy superior a las de células wild-type (Figura 54). 

Estos hallazgos, en general apoyan la hipótesis de la desregulación de la 

movilización de Ca2+ como base fundamental en la etiología de la enfermedad de 

Alzheimer, en la que un metabolismo amiloide anormal altera la señalización y 

homeostasis del Ca2+ citosólico, ya que los oligómeros b-amiloides pueden incrementar 

la entrada de Ca2+ actuando directamente como canales o activando canales o receptores 

de la membrana plasmática, como los receptores de NMDA (Berridge, 2011). Esta entrada 

masiva de Ca2+ por mecanismos amiloide-dependientes desencadena un incremento de 

la muerte neuronal, característico en la progresión de la enfermedad de Alzheimer. 

Además, los resultados mostrados en esta Tesis de Doctoral ponen de manifiesto 

que la desregulación de la homeostasis del Ca2+ debido a la ausencia de STIM1 provoca 

una notable disfunción mitocondrial (Figura 54), similar a lo descrito para fibroblastos de 

pacientes con mutaciones que producen pérdida de función en los genes ORAI1 o STIM1 

(Maus et al., 2017). En estos fibroblastos se observó una reducción de la expresión de 

los complejos mitocondriales I y IV, así como del supercomplejo CICIII2, reduciéndose el 

bombeo de protones a través de la cadena de transporte electrónica y alterando el 

potencial de membrana mitocondrial. De forma similar, en este trabajo se ha observado 

una disminución significativa del potencial de membrana mitocondrial en células STIM1-

KO, monitorizado mediante el uso de sondas sensibles al cambio de potencial como JC-

1 y TMRM. Además, el nivel de Ca2+ intramitocondrial modula la actividad de enzimas 

implicadas en el ciclo de Krebs, entre ellas el complejo piruvato deshidrogenasa, la NAD+-

isocitrato deshidrogenasa o la a-cetoglutarato deshidrogenasa (Denton, 2009). Nuestros 
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resultados muestran un descenso de los niveles de Ca2+ libre mitocondrial en células 

STIM1-KO, en contraste con lo observado en fibroblastos de embriones de ratones 

deficientes en STIM1 usando el indicador de Ca2+ de baja afinidad Rhod-2-AM (Henke et 

al., 2012). No obstante, las medidas de Ca2+ llevadas a cabo con la sonda Rhod-2 no son 

del todo precisas y por ello, deben considerarse con cierta precaución, ya que responden 

de manera diferente a cambios en la [Ca2+] con respecto a otras sondas sensibles a Ca2+, 

probablemente debido a la generación de especies derivadas de Rhod-2 durante la 

exposición lumínica (Fonteriz et al., 2010). En este sentido, en nuestro trabajo hemos 

utilizado el sensor de Ca2+ genéticamente codificado 4mtD3cpv para llevar a cabo la 

medida de [Ca2+]mito (Palmer and Tsien, 2006), evitando los problemas metodológicos 

observados con Rhod-2. Dado que el Ca2+ interviene en la activación del ciclo de ácido 

cítrico desempeñando un papel importante en la bioenergética mitocondrial y celular, la 

disminución en la [Ca2+]mito observada en las células STIM1-KO, limitaría la producción de 

NADH/FADH2. Este resultado unido a la baja actividad del complejo I de la cadena de 

transporte mitocondrial de células deficientes en STIM1, explican la despolarización de la 

membrana interna mitocondrial observada en células STIM1-KO, especialmente en 

células diferenciadas, un evento que afecta a la viabilidad celular de manera similar a la 

toxicidad neuronal tras la disfunción mitocondrial desencadenada por la acumulación de 

péptidos b-amiloides en levaduras y células pigmentadas de retina (Ruan et al., 2017). 

Otro resultado de nuestro estudio y que bien podría ser consecuencia de los anteriores, 

es la alteración del reciclaje mitocondrial o mitofagia en células STIM1-KO diferenciadas, 

en las cuales se ha observado un mayor número de mitolisosomas en condiciones 

basales con respecto a las células WT, usando la construcción mCherry-GFP-FIS1, 

desarrollada específicamente para monitorizar la fusión de mitocondrias a lisosomas  

(Allen et al., 2013). 

Dado que los resultados de este trabajo con células STIM1-KO muestran un 

incremento de expresión y actividad del canal CaV1.2, desencadenando un incremento en 

el influjo de Ca2+ extracelular en respuesta a la despolarización y provocando la disrupción 

de la homeostasis de Ca2+, habíamos postulado que la inhibición de este canal en células 

STIM1-KO, por ejemplo a través del silenciamiento estable del mismo (CACNA1C knock-

down, KD) podría atenuar la sobreactivación del canal, una acción que de hecho acabó 

normalizando los valores de senescencia hasta valores basales, lo que suponía una clara 

relación entre el influjo de Ca2+ a través de CaV1.2 y la muerte celular. En este sentido se 

ha propuesto que los tratamientos terapéuticos basados en dihidropiridinas, bloqueantes 

de VOCCs tipo L, pueden promover mejoría clínica en pacientes con demencia senil 

(Nimmrich and Eckert, 2013). De hecho, se conoce que tratamientos de larga duración 

con inhibidores de estos canales de tipo L, con el propósito de disminuir la hipertensión, 
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redujeron hasta en un 50% la demencia esporádica en pacientes de Alzheimer (Forette 

et al., 2002), lo que en su momento se interpretó como una confirmación de observaciones 

previas que vinculaban la hipertensión con el aumento del riesgo de padecer demencia 

vascular y Alzheimer (Birkenhäger et al., 2001), pero sin entrar a valorar la posibilidad de 

que fuera una sobreactivación de canales de tipo L en tejido cerebral lo que provocara la 

demencia. De forma similar, el tratamiento con nimodipina, bloqueante del canal CaV1.3, 

y con isradipina, que atenúa el influjo de Ca2+ a través de CaV1.2, se han mostrado como 

tratamientos útiles para la reducción de la pérdida de memoria y toxicidad neuronal 

características en la enfermedad de Alzheimer (Veng et al., 2003, Anekonda and Quinn, 

2011). 

En nuestro estudio, hemos demostrado además que el silenciamiento del gen 

CACNA1C restauraba el potencial de membrana interna mitocondrial en células STIM1-

KO diferenciadas, y que se recupera la actividad del complejo I de la cadena de transporte 

mitocondrial, mostrando las células STIM1-KO/CACNA1C-KD diferenciadas una actividad 

incluso superior al fenotipo wild-type. Todos estos resultados ponen de manifiesto que la 

sobreactivación del canal CaV1.2 es el principal desencadenante de la muerte celular y 

disfunción mitocondrial observada en células SH-SY5Y diferenciadas y deficientes en 

STIM1 (Figura 54), una propuesta que concuerda bien con el efecto protector de las 

dihidropiridinas frente a la neurodegeneración característica de pacientes de Alzheimer 

que ya hemos citado. 

Por otro lado, la notable disminución en la [Ca2+]mito observada en las células STIM1-

KO nos llevó a estudiar si la ausencia de STIM1 había alterado los mecanismos de 

captura de Ca2+ mitocondrial, un proceso que permite tamponar el exceso de Ca2+ en el 

citosol que puede originarse por la salida de Ca2+ desde los reservorios intracelulares 

como el RE. Paralelamente, se conoce que la captación de Ca2+ por parte de la 

mitocondria a través del uniportador MCU es esencial para la activación de SOCE 

dependiente de la interacción STIM1-ORAI1 (Naghdi et al., 2010). Más recientemente se 

ha propuesto que SOCE desempeña una función clave en la captación de Ca2+ 

mitocondrial al regular la activación de MCU, ya que en linfocitos deficientes en STIM1 u 

ORAI1 se ha observado una reducción de la expresión de este uniportador y por tanto, 

una disminución en la tasas de captación de Ca2+ por parte de la mitocondria 

(Shanmughapriya et al., 2015). Por ello, en este trabajo se analizaron los niveles de 

expresión de MCU, y se observó que aunque en neuroblastos indiferenciados no hay 

cambios de expresión entre células WT y STIM1-KO, las células STIM1-KO diferenciadas 

mostraron un descenso significativo de la expresión de MCU, lo cual podría explicar el 

descenso de la [Ca2+]mito y su consiguiente efecto en la pérdida de viabilidad celular. 
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Figura 54. Deficiencia de STIM1 y neurodegeneración. Neuronas con la mutación PSEN1-

M146L muestran un alto nivel de proteólisis de STIM1, disminución del nivel de STIM1 y de la 

entrada de Ca2+ por canales SOC, así como una disminución y desestabilización de las espinas 
dendríticas (Tong et al., 2016). Además, en pacientes con Alzheimer esporádico también se ha 

observado una reducción de la expresión de STIM1, lo cual se ha mimetizado en un modelo in vitro 

mediante la edición genómica del locus STIM1 en células SH-SY5Y utilizando el sistema 

CRISPR/Cas9 (Pascual-Caro et al., 2018a). Debido a que STIM1 es un regulador negativo del 

canal CaV1.2, su deficiencia desencadenó una entrada de Ca2+ aumentada a través de estos 

canales provocando una pérdida del potencial de membrana interna mitocondrial, así como un 

incremento de la senescencia y muerte celular (Pascual-Caro et al., 2018a). El elevado influjo de 

Ca2+ a través de canales CaV1.2 también se ha observado en ratones 3xTgAD, los cuales 
mimetizan las características moleculares de la enfermedad de Alzheimer (Wang and Mattson, 

2014). Por último, se conoce que los tratamientos de larga duración con dihidropiridinas, 

inhibidores de CaV1.2, redujeron la demencia esporádica hasta en un 55% durante el 

envejecimiento. Todo ello indica que el déficit de STIM1 podría ser un posible mecanismo común 

para explicar la neurodegeneración característica del Alzheimer esporádico y familiar. Figura 

adaptada de (Pascual-Caro et al., 2018b). 

 

En relación con la búsqueda de posibles causas adicionales que explicasen los 

bajos niveles de [Ca2+]mito en células SH-SY5Y STIM1-KO, nos planteamos otras 

alternativas, como puede ser una alteración en el trasvase de Ca2+ entre el RE y la 

mitocondria. Por ello, se analizaron los niveles de expresión de los receptores de IP3 
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(IP3Rs), que desempeñan un papel clave en este proceso al constituir el principal 

mecanismo de movilización de Ca2+ desde el RE. En este sentido, además, el estudio 

llevado a cabo por Shanmughapriya y cols. determinaron que linfocitos deficientes en 

IP3Rs mostraban una reducción de expresión y actividad de MCU como se había 

observado para los knock-out de STIM1 y ORAI1 (Shanmughapriya et al., 2015). Los 

datos presentados en el capítulo 2 de este trabajo indican que las células SH-SY5Y 

deficientes en STIM1 muestran una disminución significativa del nivel de mRNA del 

receptor de IP3 tipo 3 (producto del gen ITPR3). De forma interesante, la sobre-expresión 

de STIM1 en células SH-SY5Y incrementó notablemente el nivel de mRNA para el 

receptor ITPR3, lo cual indica que existe una clara correlación positiva entre los niveles 

de expresión de STIM1 y el receptor de IP3 tipo 3. No obstante los niveles de mRNA no 

siempre otorgan certeza sobre el nivel de expresión proteica, por lo que se analizaron los 

niveles de proteína, y se observó que las células STIM1-KO también muestran una menor 

expresión del canal ITPR3. Además, nuestros resultados muestran una atenuación en el 

eflujo de Ca2+ en respuesta ATP+carbachol, agonistas de receptores purinérgicos y 

muscarínicos y que activan el eflujo de Ca2+ desde el RE gracias a los receptores de IP3.  

De este modo la menor liberación de Ca2+ desde el RE, en parte debida a una menor 

expresión de ITPR3, podría afectar a la transferencia de Ca2+ entre RE y la mitocondria, 

de vital importancia en el mantenimiento de la homeostasis del Ca2+, lo que explicaría en 

parte el descenso en la [Ca2+]mito en las células STIM1-KO. La demostración de este nexo 

vino de los experimentos de rescate mediante sobre-expresión de ITPR3 en células 

STIM1-KO. Los resultados obtenidos utilizando el sensor de Ca2+ 4mtD3cpv, específico 

de la mitocondria, reflejaron que la sobre-expresión del receptor ITPR3 en células 

contribuye a la normalización de la [Ca2+]mito en células STIM1-KO de manera significativa, 

aunque sin alcanzar los niveles observados en células WT. Estos datos sugieren que un 

déficit de STIM1 en células SH-SY5Y puede conllevar una disminución de expresión de 

ITPR3 en estas células, provocando una alteración importante en la desregulación de la 

[Ca2+]mito. Estos resultados están en la línea de lo observado en neuronas de Purkinje de 

cerebelo de ratón, en donde la deleción de STIM1 atenuó la activación de receptores de 

IP3 y la transmisión sináptica dependiente de mGluR1, debido a una disrupción de la 

homeostasis del Ca2+ (Hartmann et al., 2014b). 

Además, otros estudios revelan que la movilización de Ca2+ desde el RE por los 

receptores de IP3 así como la transferencia de Ca2+ entre RE y mitocondria, son eventos 

esenciales para la eficiente oligomerización de STIM1 y la consiguiente activación de 

SOCE (Deak et al., 2014). En este contexto, Sampieri y cols. han descrito recientemente 

que la activación de la cascada de señalización de Ca2+ por IP3 estimula la formación del 

complejo IP3R-STIM1, favoreciendo la activación de STIM1 al generarse un 
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microambiente de bajos niveles de Ca2+ en las cercanías de su dominio mano-EF y 

potenciando la entrada de Ca2+ a través de canales SOC (Sampieri et al., 2018), como se 

ilustra en la Figura 55. Estos estudios junto con la reducción de expresión y actividad de 

ITPR3 ante la ausencia de STIM1 en células SH-SY5Y, determinados en nuestro trabajo, 

sugieren una vinculación directa y esencial de ambas proteínas para el mantenimiento de 

la homeostasis del Ca2+. 

 

 
 

Figura 55. La activación de IP3R genera un microambiente de bajos niveles de Ca2+ en las 
cercanías del dominio mano-EF de STIM1, potenciando su activación y la entrada de Ca2+ 
por SOCE. En el panel de la izquierda, se muestran las condiciones de reposo de una célula con 

sus depósitos intracelulares de Ca2+ completos y la proteína STIM1 inactiva. En el panel de la 

derecha, se muestra cómo tras la activación de la salida de Ca2+ a través de IP3R se genera un 

microambiente de bajos niveles de Ca2+ en las proximidades del dominio mano-EF de STIM1, lo 

cual desencadena su oligomerización y activación potenciando el influjo de Ca2+ a través de 

canales SOC. Figura adaptada de (Sampieri et al., 2018). 

 

No obstante, en la regulación de la homeostasis de Ca2+ por STIM1-ITPR3 podrían 

estar implicadas otras proteínas como la translocasa de la membrana externa 

mitocondrial TOM70, la cual se localiza preferentemente en sitios de contacto RE-

mitocondria e interacciona con IP3Rs facilitando su acercamiento a la mitocondria y 

favoreciendo la transferencia de Ca2+ desde el RE (Filadi et al., 2018). En este estudio 

reciente, se muestra cómo la depleción de TOM70 en diferentes líneas celulares, atenúa 

la transferencia de Ca2+ entre el RE y la mitocondria por parte de IP3Rs, con un fuerte 

impacto en la bioenergética mitocondrial y celular. Este dato nos aporta el concepto de lo 
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esencial que resultan los sitios de interacción RE-mitocondria en el mantenimiento de los 

niveles de Ca2+ intracelular y cómo la alteración de proteínas implicadas en la liberación 

de Ca2+, como STIM1 o los receptores de IP3, o bien otras asociadas a esta interacción 

como la citado TOM70, afectan de manera negativa a la funcionalidad mitocondrial y 

viabilidad celular.  

 

En resumen, los resultados mostrados en esta Tesis Doctoral ponen de manifiesto 

la importancia de los niveles de STIM1 en células neuronales, un aspecto crítico para 

entender la neurodegeneración, ya que se ha mostrado que pacientes con enfermedad 

de Alzheimer, ya sea familiar o esporádica, presentan una disminución significativa de la 

proteína. Así, hemos pretendido desarrollar un modelo celular in vitro para estudiar los 

efectos celulares de la deficiencia de STIM1, lo que nos ha permitido encontrar dos 

dianas, la sobreexpresión de canales CaV1.2 y la disminución de expresión y actividad de 

receptores IP3R, que pueden explicar la desregulación de la concentración de Ca2+ libre 

citosólico, mitocondrial, pérdida del potencial de membrana interna mitocondrial, 

senescencia y muerte neuronal, un fenotipo que se observa en patologías 

neurodegenerativas. 
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Las conclusiones derivadas del trabajo desarrollado durante la realización de esta Tesis 

Doctoral son: 

 

1. El nivel de expresión de la proteína STIM1 se ve incrementado durante la 

diferenciación neuronal de células SH-SY5Y. Sin embargo, este incremento no va 

asociado a un aumento del influjo de Ca2+ a través de canales SOCs, lo que 

sugiere que STIM1 tiene una función independiente de estos canales durante la 

diferenciación neuronal. 

 

2. STIM1 no es esencial para la diferenciación de neuroblastos SH-SY5Y inducida 

por ácido retinoico y BDNF. 

  

3. La ausencia de STIM1 lleva asociada una pérdida de la viabilidad en células SH-

SY5Y diferenciadas, caracterizada por un incremento en los niveles de 

senescencia, despolarización de la membrana interna mitocondrial, inhibición del 

complejo I de la cadena transportadora de electrones e incremento en el nivel de 

mitofagia.  

 

4. La sobreactivación del canal CaV1.2 es responsable de la alteración de la 

homeostasis de Ca2+, de la senescencia y de la disfunción mitocondrial observada 

en células STIM1-KO diferenciadas ya que el silenciamiento génico del canal 

CaV1.2 normaliza la viabilidad celular y la funcionalidad mitocondrial en células 

STIM1-KO.  

 

5. STIM1 regula los niveles de expresión del receptor de IP3 tipo 3, por lo que STIM1 

es un modulador de la transferencia de Ca2+ entre el retículo endoplasmático y la 

mitocondria, una acción en la que participan de forma directa los receptores de 

IP3.  
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The conclusions raised by the results shown in this Doctoral Thesis are the following: 

 

 

1. The expression level of STIM1 protein increases during neuronal differentiation 

of SH-SY5Y cells. However, this increase is not associated with an increase in 

the Ca2+ influx through SOC channels, suggesting that STIM1 has a SOC-

independent function during neuronal differentiation. 

 

2. STIM1 is not essential for the differentiation of neuroblastoma SH-SY5Y cells 

triggered by retinoic acid and BDNF. 
 

3. The absence of STIM1 is associated with a loss of viability in differentiated SH-

SY5Y cells, characterized by an increase of senescence, mitochondrial inner 

membrane depolarization, inhibition of mitochondrial electron transport chain 

complex I, and increased mitophagy.  

 
4. The upregulation of CaV1.2 channels is responsible of the Ca2+ homeostasis 

dysregulation, senescence and mitochondrial dysfunction observed in 

differentiated STIM1-KO cells, since the gene silencing of CaV1.2 channel 

normalizes cell viability and mitochondrial function in STIM1-KO cells.  

 
5. STIM1 regulates the expression level of IP3 receptor type 3. Thus, STIM1 is a 

modulator of the Ca2+ transfer between the endoplasmic reticulum and the 

mitochondria, an action in which IP3 receptors are involved directly.  
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1. CULTIVOS CELULARES. 
 

1.1. Cultivo de la línea celular. 
 

En este estudio se ha utilizado la línea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y, 

la cual toma su origen en una subclonación de la línea SK-N-SH que fue aislada a partir 

de una biopsia de médula ósea de una paciente de cuatro años.  

Las líneas celulares se conservan y almacenan en crioviales a -80ºC en medio de 

congelación1. Las células se cultivan en medio DMEM completo2 a 37ºC y en una 

atmósfera húmeda con 5% de CO2. Las células cultivadas crecen formando monocapas 

hasta alcanzar una confluencia del 80%. Para recrecer un cultivo, inicialmente, la 

monocapa de células se lava con PBS3 y se incuba con una solución de tripsina4 durante 

3-5 minutos a 37ºC. A continuación, la tripsina se inactiva por la adición de medio 

completo. Si el experimento requiere un número de células concreto, se toma una alícuota 

de las células tripsinizadas y se cuentan utilizando un hematocitómetro (cámara 

Neubauer). Posteriormente, las células se siembran en placas de cultivo hasta alcanzar 

la confluencia deseada para iniciar cada experimento. 

 
1.2. Diferenciación de neuroblastos SH-SY5Y. 

 
Las células SH-SY5Y constituyen un modelo in vitro de amplio uso en neurobiología 

al ser utilizadas en ensayos que tienen por objeto el estudio de enfermedades 

neurodegenerativas. Sin embargo, estos neuroblastos indiferenciados comparten pocas 

características con las neuronas maduras y, por ello, requieren ser sometidos a protocolos 

de diferenciación neuronal con el fin de adquirir unas características más comunes al 

fenotipo neuronal. Además, en las células SH-SY5Y debemos diferenciar dos 

subpoblaciones: tipo N o neuroblásticas que son las que tienden a diferenciarse tras los 

tratamientos adecuados y tipo S o sustrato adherente que no se diferencian y mantienen 

su ciclo de división como neuroblastos indiferenciados (Forster et al., 2016). 

En este estudio, el protocolo de diferenciación neuronal seguido está basado en el 

método descrito por (Encinas et al., 2000), en el que se estimula la diferenciación neuronal 

a través de un tratamiento con ácido retinoico y BDNF5 (Figura 56). Previamente a la 

siembra del experimento se preparan placas de 35 mm de diámetro (placa de 24 pocillos 

                                                
1 Medio de congelación: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) 40%, suero fetal bovino (FBS) 50% 
y dimetil-sulfóxido (DMSO) 10%. 
2 Medio de cultivo completo: DMEM suplementado con FBS 10%, L-glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml y 
estreptomicina 100 µg/ml. 
3 PBS: NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, Na2HPO4 4.3 mM, KH2PO4 1.5 mM, pH 7.4. 
4 Solución de Tripsina (Invitrogen): Tripsina 0.05% (p/v), EDTA  5 mM. 
5BDNF: Brain-derived neurotrophic factor.  



Materiales y Métodos  

152 
 

en el caso de los ensayos de viabilidad celular por MTT) y se tratan con una solución de 

colágeno al 0.01% (disuelto en agua Milli-Q) durante un mínimo de 30 min a 37ºC. El 

colágeno se lava 3 veces con PBS y a continuación se siembran 1x104 células/placa en 

medio suplementado con 15% de suero fetal bovino (FBS) y a las 24 horas (considerado 

como el día 1 del ensayo, 1 DIV = 1 día in vitro) se añade un tratamiento de ácido retinoico 

10 µM. Tras 48 horas (3 DIV), se aspira el medio de cultivo y se añade medio con ácido 

retinoico fresco.  

En el 6º día de cultivo (indicado como 5DIV en la Figura 56) se aspira el medio, se 

lavan las placas con PBS o DMEM no suplementado para eliminar la mayor cantidad 

posible de suero y se añade BDNF 50 ng/ml en medio DMEM/F126. Tras 2 días se vuelve 

a añadir BDNF fresco a la misma concentración y con este medio se mantienen hasta el 

9º-12º DIV, que es cuando finaliza el experimento. Posteriormente se lleva a cabo la 

obtención de lisados celulares o la monitorización por microscopía según el experimento 

que corresponda.  

 
Figura 56. Protocolo de diferenciación neuronal en células SH-SY5Y. Los neuroblastos de la 

línea SH-SY5Y se diferencian mediante tratamientos con ácido retinoico y el factor neurotrófico 

BDNF. La adición de ácido retinoico (10 µM) se lleva a cabo a las 24 horas de la siembra y se 

renueva por ácido retinoico fresco tras 2 días. En el 5º DIV, se elimina el FBS mediante lavados 

de PBS y se añade BDNF (50 ng/ml) en medio DMEM/F12 libre de FBS. Este tratamiento se 

renueva a los 7 DIV y las células se mantienen en ese medio hasta la finalización del ensayo a los 

9-12 DIV. 

 

 

 

                                                
6DMEM/F12: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Nutrient Mixture F-12 Ham suplementado con  
 L- glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 µg/ml 
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2. ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR. 
 

El ensayo de viabilidad es un ensayo colorimétrico basado en la reducción del 

bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), que permite determinar la 

funcionalidad mitocondrial de las células en cultivo. Esta reacción es llevada a cabo por 

la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa de células metabólicamente activas, la 

cual transforma el MTT (hidrofílico y de color amarillo) en formazán (compuesto 

hidrofóbico y de color azul violáceo). 

Este método ha sido muy utilizado para medir supervivencia y proliferación celular, 

así como para determinar la citotoxicidad de potenciales agentes terapéuticos ya que la 

cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de formazán generado. Este 

método fue desarrollado por (Mosmann, 1983) siendo modificado por (Denizot and Lang, 

1986). 

 

2.1. Ensayo de viabilidad celular en neuroblastos SH-SY5Y. 
 

En una placa de 24 pocillos (o 12 pocillos según las características del ensayo) las 

células se siembran a una densidad 1x104 células/pocillo en medio suplementado con 

FBS 10%. A las 24 horas de la siembra se realiza la primera medida del ensayo de 

viabilidad por MTT (si el ensayo se quiere realizar en células diferenciadas se siguen los 

tratamientos explicados en el apartado 1.2). Para ello, se aspira el medio de cultivo, se 

añade 1 ml de HBSS7, se incuban las células 5 minutos con esa solución en el incubador 

a 37ºC y 5% CO2 para que se atemperen y a continuación se adiciona MTT (concentración 

final = 300 µg/ml) a cada pocillo, excepto a un pocillo que se mantiene sólo con HBSS y 

que será nuestro blanco en la calibración del espectrofotómetro.    

Tras la adición de MTT se realiza una incubación de 30 minutos (a 37ºC y 5% CO2) 

y transcurrido este tiempo se aspira el medio de los pocillos y se añade 1 ml de DMSO 

para resuspender el formazán generado. Las medidas espectrofotométricas se realizan a 

absorbancias de 550 nm y 695 nm tras haber establecido previamente la línea base con 

nuestro blanco, siendo nuestro valor experimental el correspondiente al diferencial 

Abs550nm - Abs695nm. 

En este trabajo se ha evaluado la viabilidad celular de neuroblastos y células 

diferenciadas, así como células tras un tratamiento con nifedipina (bloqueante de canales 

de calcio sensibles a dihidropiridina). La adición de nifedipina tiene lugar a las 24 post-

                                                
7 HBSS (Hank´s Balanced Salt Solution): NaCl 138 mM, KCl 5.3 mM, Na2HPO4 0.34 mM, KH2PO4 0.44 
mM, NaHCO3 4.17 mM, D-glucosa 5.56 mM, Mg2+ 2.2 mM, EGTA 0.1 mM (pH 7.4). 
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siembra y se renueva por nifedipina fresca el 3º y 5º día in vitro, coincidiendo con la adición 

a las células de ácido retinoico y BDNF respectivamente. 

 

3. CLONAJE MOLECULAR. 
 

3.1. Cuantificación del DNA. 
 

La concentración de DNA se determina por espectrofotometría, teniendo en cuenta 

que 50 µg/ml de DNA en solución acuosa tienen un valor de absorbancia a 260 nm (A260) 

igual a 1.0. Para estimar la pureza del extracto se calcula la relación A260/A280, que debe 

resultar un valor comprendido entre 1.8-1.9 para una disolución de DNA puro. 

 

3.2. Transformación bacteriana.  
     

El método de transformación bacteriana seguido es el descrito por (Hanahan, 1983) 

y se basa en la realización de un choque térmico para favorecer la captación del cDNA. 

Para ello, se transforman 20 µl de bacterias competentes del tipo DH5αF´ de Escherichia 

coli (E. coli) con 1-5 µl de una mezcla de ligación (plásmido con resistencia a al antibiótico 

adecuado, y el inserto correspondiente al cDNA que corresponda en cada caso). A 

continuación, se incuban las bacterias en hielo durante 30 min y después se someten a 

un choque térmico a 42ºC durante 1 minuto, seguido de una breve incubación en hielo 

durante 5 min. Una vez transformadas las bacterias, se recuperan incubándolas en 500 

µl de medio LB (Luria-Bertani) durante 1.5-2 horas con una agitación suave a 37ºC. 

Finalmente se siembran por extensión 50-80 µl del medio que contiene las bacterias en 

una placa de LB-agar suplementada con el antibiótico correspondiente en cada caso, y 

se incuba la placa a 37ºC durante 16-18 h.  

 

3.3. Obtención del DNA plasmídico. 
 

 A partir de las colonias de bacterias crecidas en la placa de LB-agar se realiza un 

crecimiento de las colonias seleccionadas en 1-5 ml de medio LB con antibiótico (100 

µg/ml de ampicilina o 50 µg/ml de kanamicina) y se incuban a 37ºC en agitación (250 rpm) 

durante 12-14 horas. Tras el crecimiento del cultivo se procede a la centrifugación del 

mismo a 4ºC y 13000 g durante 5 min. Finalmente, a partir del precipitado de bacterias se 

realiza la purificación del plásmido siguiendo el protocolo de purificación del kit Qiagen. 

Una vez extraído y purificado el DNA se procede a su secuenciación, que en nuestro caso 

se realizó en el Servicio de Técnicas Aplicadas a las Biociencias (STAB), de los Servicios 

de Apoyo a la Investigación de la UEx (SAIUEX). 
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3.4. Construcciones de DNA, transfección y expresión ectópica de proteínas. 
 

Para la expresión transitoria de proteínas (como en el caso del sensor de Ca2+ 

4mtD3-cpv) las células se transfectaron con plásmidos que incluyen los cDNA que 

codifican para las proteínas de interés. En el anexo 1 se muestran las construcciones 

utilizadas en el desarrollo de este trabajo.  

La transfección de las construcciones de DNA se realiza 4-5 horas después de la 

siembra utilizando 1-2 µg de DNA por placa de 10 cm de diámetro para la línea celular 

SH-SY5Y. Como agente de transfección se utiliza polietilenimina (PEI), 20 µl de una 

solución stock 1 mg/ml por placa. Los experimentos se realizan 24-48 horas después de 

la transfección para asegurar una adecuada expresión de la proteína de interés. 

En determinados experimentos y para favorecer la reproducibilidad y desarrollo de 

los mismos, se buscó generar líneas celulares que expresaran de forma estable la 

proteína de interés. Para ello existen diversos métodos, como la transfección de vectores 

con resistencia al antibiótico G418 o geneticina (análogo de la neomicina) o el uso de 

sistemas de transfección retroviral. Estos procedimientos se detallan de manera más 

precisa en los siguientes subapartados. 

 

3.4.1. Transfección estable por resistencia a G418. 
 

Este método consiste en clonar el cDNA de la proteína que queremos expresar de 

forma estable en un vector que confiere resistencia al antibiótico G418. Las células se 

crecen en medio suplementado con G418, de modo que sólo aquellas células que 

integren la construcción serán resistentes a la selección con antibiótico y expresarán de 

forma estable la proteína de interés. 

En este trabajo se ha utilizado este procedimiento para generar una línea SH-SY5Y 

que exprese de forma estable la proteína STIM1. Para ello, se clonó el cDNA de Stim1 de 

ratón (número de acceso NM_009287) en el vector pcDNA3.1 tomando como base una 

construcción que presentaba este mismo inserto en el vector pcDNA5-FRT/TO (Pozo-

Guisado et al., 2010). Para aislar dicho cDNA se escindió el inserto (cDNA de Stim1) del 

vector, con las enzimas BamHI/NotI, y el inserto aislado se ligó a la construcción 

pcDNA3.1 en puntos de cortes generados por las mismas enzimas de restricción. 

Además, se ha utilizado este método para generar una línea SH-SY5Y STIM1-KO que 

exprese de forma estable la proteína ITPR3-Myc, empleando el cDNA de ITPR3 de ratón 

(número de acceso NM_080553) clonado en un vector pCMV6-Entry (obtenido a partir de 

la construcción comercial MR225699 de Origene).  

Este mecanismo de generación de líneas celulares con expresión ectópica de 

proteínas se desarrolla en varios pasos: 1) Establecimiento de la concentración mínima 
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de antibiótico que ocasiona la muerte celular en células SH-SY5Y sin transfectar (para el 

caso de las células SH-SY5Y se opta por una concentración de 600 µg/ml de G418 tras 

este ensayo); 2) Siembra de 2x106 células por placa de 10 cm de diámetro; 3) Tras 3-4 

horas de la siembra se transfectan las células con el vector de interés (1.5 µg DNA+ 20 

µl PEI + 1 ml medio sin suplementar); 4) Tras 24 horas se añade medio de selección con 

el antibiótico G418, realizándose cambios de medio cada 2-3 días hasta observar una 

muerte celular del 100% en la placa control (placa que se siembra el mismo día que la 

experimental, pero que no se transfecta con el vector); 5) Tras el período de selección (7-

8 días), se recrecen las colonias de células resistentes y se congelan en crioviales para 

su conservación a -80ºC. Posteriormente, a partir de ensayos de inmunoblot se determina 

si la línea celular expresa de forma estable la proteína de interés. 

 

3.4.2. Transfección retroviral. 
 

Los sistemas de transfección retrovirales utilizan las propiedades de replicación 

víricas para llevar a cabo la integración de una secuencia deseada de DNA en un genoma 

hospedador. Estos retrovirus modificados conservan la capacidad de infectar a las células 

hospedadoras, sin embargo, no poseen los genes esenciales para la producción de 

nuevas partículas víricas (viriones), de modo que pueden transferir un cDNA de interés al 

genoma de células diana, sin llevar a cabo la replicación viral en las mismas. 

Para facilitar este sistema, existen células empaquetadoras de partículas virales 

como las Phoenix-AMPHO 293 que contienen en su genoma los genes responsables de 

la encapsulación del virus como gag, pol y env, de modo que sólo deben ser transfectadas 

con el vector que lleva el cDNA de interés. Estas células son ampliamente usadas ya que 

aseguran un alto porcentaje de transfección y producción de viriones. Un esquema 

representativo de este sistema se ilustra en la Figura 57. 
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Figura 57. Generación de viriones con replicación defectiva en células empaquetadoras 

(Daly and Chernajovsky, 2000). Las células empaquetadoras (Phoenix-AMPHO 293 en nuestro 

estudio) que han sido modificadas por ingeniería genética para expresar las proteínas estructurales 

de retrovirus, son transfectadas con un vector retroviral que contiene el inserto/gen de interés, y 

tras producirse la retrotranscripción viral se generan viriones que incorporan el mRNA del inserto 
de interés. El medio extracelular, que contiene los viriones se puede usar para transfectar células 

diana ex-vivo o in-vivo. 

 

En el desarrollo de este estudio se ha utilizado esta técnica para generar líneas 

celulares con distintas finalidades:  

1) Sobreexpresar un shRNA de 29 nucleótidos clonado en el vector pRFP-C-RS 

(OriGene #TF314247-A) con el fin de reducir la expresión del gen CACNA1C humano que 

codifica para la proteína CaV1.2. 

2) Expresar de forma estable la construcción mCherry-GFP-FIS1, clonada en un 

vector pBABE-hygromicina (Universidad de Dundee #DU40799).  

 

 El protocolo de transfección retroviral utilizado en este trabajo es el descrito en 

(Karlseder et al., 2002, Li and de Lange, 2003) el cual se desarrolla en varios pasos: 

1) Las células Phoenix 293 se siembran en placas de 10 cm de diámetro para que 

transcurridas 24 horas presenten una confluencia del 40-50%. 

2) Transcurridas 24 horas las células se transfectan con 12 µg del cDNA de interés, 

empleando PEI como agente de transfección (12 µg de cDNA + 20 µl de PEI + 1 ml de 

DMEM (sin suplementar), por placa de 10 cm de diámetro). Este mismo día se siembran 

las células diana (SH-SY5Y en el caso de nuestro estudio) para tener una confluencia del 

30-40% al día siguiente. 
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3) Transcurridas 24 horas desde la transfección, se recoge el medio de las células 

Phoenix (conteniendo partículas virales), se filtra (0.22 µm de tamaño de poro) para que 

no exista contaminación entre líneas celulares de distinto origen, y se añade medio fresco 

a las células Phoenix, dejándolas de nuevo en el incubador hasta el siguiente día. 

4) A continuación las células diana SH-SY5Y se incuban con el medio de partículas 

virales mezclado con polibreno, el cual es usado como agente de transducción (5 ml 

medio viriones + 1.06 µl polibreno (stock 18.75 mg/ml), para una placa de 10 cm de 

diámetro). 

5) A las 6-8 horas posteriores a la incubación con los viriones (en la que el polibreno 

se encuentra a una concentración de 4 µg/ml) se añaden 5-6 ml de medio suplementado 

a la placa para que la concentración de polibreno no sea superior a 2 µg/ml ya que una 

incubación prolongada a una concentración superior a este valor es tóxica. 

6) Al día siguiente, se repite el mismo procedimiento en una segunda ronda o ciclo 

de infección. 

7) Transcurridas 48 horas desde la primera transducción en células dianas, se 

elimina el medio con viriones y se añade medio fresco para favorecer el crecimiento de 

las células. 

8) Tras 24 horas de recuperación en medio de cultivo las células se incuban en 

medio de selección (medio de cultivo con puromicina 1.8 µg/ml o con higromicina 500 

µg/ml según la resistencia antibiótica que presente el vector transfectado).   

Finalmente, las células se mantienen en medio de selección, reemplazando el 

medio cada 48 horas, hasta obtener colonias resistentes. La validación de la línea celular 

generada se realiza por inmunodetección de la proteína sobreexpresada a partir de 

lisados celulares y observando el cultivo en el microscopio de fluorescencia invertido en 

el caso de que la proteína presenta algún tipo de tag fluorescente. Una vez confirmado 

que las células expresan correctamente la proteína de interés, los cultivos se expanden y 

se almacenan en crioviales en N2 líquido hasta su utilización. 

Tanto en la generación de líneas por selección con G418 como por infección 

retroviral, de forma previa a la obtención de los clones se lleva a cabo una 

individualización celular o cell sorting. Así, un cultivo al 60-70% de confluencia se lava con 

PBS y se incuba en una solución de TrypLE ExpressTM durante 3 minutos a 37Cº. Se 

inactiva la solución de disociación con 2-3 volúmenes de medio de cultivo y se recoge la 

suspensión celular que se centrifuga durante 5 min a 200 g. A continuación, se 

resuspende el precipitado celular en una solución de DMEM o PBS con FBS 2% y se 

aíslan individualmente las células en una placa de 96 pocillos mediante citometría (cell 

sorting). Las células se incuban en medio condicionado (medio procedente de otro cultivo 
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de células SH-SY5Y) en atmósfera de aire humidificado con 5% de CO2 a 37°C. El medio 

de cultivo se reemplaza a las 48 horas para facilitar el crecimiento celular. 

 

4. CRISPR. 
 

El sistema CRISPR (repeticiones palindrómicas cortas interespaciadas agrupadas 

de forma regular) tipo II es un sistema inmune bacteriano que ha sido modificado mediante 

ingeniería genética. Debido a su simplicidad y adaptabilidad, el uso del sistema CRISPR 

se ha extendido constituyendo una de las herramientas de edición génica más populares. 

 
 

 
 

Figura 58. Mecanismo de acción del sistema CRISPR/Cas9. El sistema de edición genómica 

CRISPR/Cas9 es una adaptación del sistema inmune procariótico. La nucleasa Cas9 introduce un 

corte en cada hebra del DNA (DSBs), que puede ser reparado mediante dos mecanismos: (1) 

recombinación de extremos no homólogos (NHEJ), la cual crea inserciones o deleciones aleatorias 
(indels), y (2) recombinación homóloga (HDR), que crea cambios específicos basados en el molde 

de DNA empleado para la reparación del DSB. 

 

El sistema CRISPR está formado por dos componentes: un RNA guía (gRNA) y una 

endonucleasa asociada a CRISPR (Cas9). El gRNA es una secuencia corta de RNA 

constituida por una secuencia de nucleótidos necesaria para la unión de la endonucleasa 

Cas9 a su diana, y una secuencia repetida de nucleótidos de aproximadamente 20 pares 

de bases denominada “DNA espaciador”, la cual reconoce secuencias específicas 

permitiendo a la endonucleasa Cas9 generar cortes en la secuencia de DNA diana que 

será modificada en el genoma. De esta manera, la secuencia del gRNA especifica la 
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secuencia diana de la Cas9. La Figura 58 muestra un esquema ilustrativo de este sistema 

de edición genómica. 

En nuestro estudio se ha empleado el sistema CRISPR que lleva como nucleasa la 

Cas9 D10A (nickase), la cual presenta una modificación en uno de sus aminoácidos con 

respecto a la Cas9 silvestre y esto lleva a la enzima a realizar un corte simple en la doble 

cadena de DNA, favoreciendo la eficiencia de este sistema de edición genómica al reducir 

significativamente el número cortes en secuencias fuera de la diana deseada (off-targets). 

 

4.1. Generación de una línea celular SH-SY5Y STIM1-KO con el sistema 
CRISPR/Cas9. 

 
La generación de la línea celular knock-out (KO) para la supresión de expresión de 

la proteína STIM1 en la línea celular SH-SY5Y se realizó siguiendo un protocolo en el que 

se pueden diferenciar tres etapas: (1) clonación, (2) transfección y (3) validación de 

clones. 
 

(1) Clonación: La secuencia diana del genoma debe reunir dos condiciones: 

 

1. La secuencia de nucleótidos debería ser única, comparándola con el resto del 

genoma. 

2. La secuencia diana de DNA debe estar localizada inmediatamente corriente arriba 

de una secuencia PAM (Protospacer Adjacent Motif). En el caso de la 

endonucleasa Cas9 de Stroptococcus pyogenes sería 5’-NGG3’. 

 

Ej: 5’-NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGG 3’ 

 

El locus del gen STIM1 (ENSG00000167323) presenta tres variantes 

transcripcionales NM_001277961.1 (conocida como STIM1L), NM_001277962.1 (para 

STIM1 canónica), y NM_003156.3 (STIM1S). La secuencia de DNA elegida como sitio 

diana de CRISPR se encuentra localizada en el exón 5, por ser éste común a las tres 

variantes transcripcionales de la proteína. 

El par de RNA guías (sentido 5’-AGATGACAGACCGGAGTCATCGG y antisentido 

5’-AGTCCCTGTCATGGTGGTGTTGG) se identificaron utilizando la herramienta 

bioinformática del Sanger Institute: (http://www.sanger.ac.uk/htgt/wge/find_crisprs) y se 

diseñaron siguiendo el método de Zhang (Cong et al.), en colaboración con el Dr. Thomas 

Macartney (Universidad de Dundee). Las secuencias de DNA correspondientes a estas 

secuencias se insertaron en dos vectores diferentes: el RNA guía antisentido se clonó en 

el vector pX335 (Addgene plasmid #42335) que contiene la información para la expresión 
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de spCas9 D10A, mientras que el RNA guía sentido se clonó en el vector pBABED PU6 

(Universidad de Dundee), que contiene el gen de resistencia a puromicina (Rojas-

Fernandez et al., 2015, Munoz et al., 2014). 

 

(2) Transfección: Las células SH-SY5Y se siembran en placas de 10 cm de diámetro 

hasta alcanzar una confluencia del 40-50%. Tras 3-4 horas después de la siembra, las 

células se co-transfectan con 1 µg de cada plásmido utilizando PEI como agente de 

transfección. Tras 24 horas de recuperación en medio DMEM y 48 horas adicionales en 

medio de selección DMEM + puromicina (2 µg/ml), se repite la transfección y la ronda de 

selección con puromicina, enriqueciendo el cultivo de células transfectadas. A 

continuación, las células se individualizan por citometría y los clones de células se cultivan 

para el posterior análisis de expresión de la proteína de interés. 

 

(3) Validación de clones: Este procedimiento se llevó a cabo en primer lugar 

estudiando la expresión de la proteína por inmunoblot. De esta forma se seleccionaron 

los clones defectivos para la proteína STIM1, que posteriormente se validaron por 

secuenciación genómica. 

 

Para este último apartado y a partir del precipitado de células de los clones 

seleccionados mediante inmunoblot, se procedió al aislamiento del DNA genómico 

siguiendo el protocolo indicado en el kit de Thermo-Scientific (GeneJET Genomic DNA 

Purification Kit #K0722). A continuación, se realizó una PCR para amplificar el sitio diana 

de la nucleasa (Figura 59), utilizando la polimerasa Herculasa II y los siguientes primers 

o cebadores: 

 

Forward: 5’-CAAGAGCTAGAAGTGTTCCTGGG-3’  

Reverse: 5’-CTTTGGTTTCCATGGCACAGC-3’ 

 

El programa de amplificación de DNA genómico utilizado para STIM1-KO se basa 

en una desnaturalización inicial a 95ºC durante 2 minutos, seguida de 30 ciclos 

consistentes en una desnaturalización a 95ºC durante 20 segundos, hibridación de los 

primers con el DNA molde a 53ºC durante 20 segundos y una extensión de la cadena a 

72ºC durante 30 segundos.  
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Figura 59. Estrategia de amplificación del fragmento diana en la estrategia CRISPR-Cas9 
para el knock-out del locus STIM1. Con esta estrategia se amplifica un fragmento de 263 pares 

de bases delimitado por los primers forward y reverse (flechas rojas) alrededor del sitio diana para 
la nucleasa Cas9 (situado en el exón 5), el cual se identifica con los primers KO sentido (KO s) y 

antisentido (KO as) (flechas amarillas). 

 

El producto de PCR resultante se subclona utilizando el kit StrataClone Blunt End 

PCR Cloning (Agilent Technologies). Las células competentes incluidas en el kit 

anteriormente mencionado se transforman y se siembran en placas de LB-agar con 

resistencia a ampicilina. Posteriormente se seleccionan 10-12 colonias para verificar la 

alteración en la secuencia génica mediante PCR. Las colonias se cultivan individualmente 

en 2 ml de LB + ampicilina (100 µg/ml) y posteriormente se procede a la purificación del 

plásmido siguiendo el protocolo incluido en el kit de Qiagen, y el producto es analizado 

mediante secuenciación. El producto de PCR de cada clon de células es una mezcla de 

dos productos, debido a la presencia de dos alelos, pero en la práctica el análisis de 10 

colonias procedentes de una línea clónica es suficiente para verificar el conjunto de alelos 

de una muestra (Lai et al., 2015). 

 

5. PREPARACIÓN DE EXTRACTOS CELULARES E INMUNOBLOT. 
 

5.1. Preparación de extractos celulares. 
 

Los extractos proteicos se obtuvieron a partir de cultivos celulares sembrados en 

placas de 10 cm de diámetro. Tras retirar el medio de cultivo, las células se lavan con 

PBS a 4ºC y se lisan con 1 ml de tampón de lisis8 para extractos proteicos totales. 

Posteriormente, los lisados se sonican (Sonicador Branson Digital; 4 pulsos de 10 

                                                
8 Tampón de lisis para extractos proteicos totales: Tris-HCl 50 mM pH 7.5, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, 
fluoruro sódico 50 mM, pirofosfato sódico 5 mM, ortovanadato sódico 1 mM, 1% Nonidet-P40, sacarosa 270 
mM, DTT 1 mM, benzamidina 1 mM y PMSF 1 mM. 
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segundos a 40% de amplitud) para dispersar las membranas celulares. Por último, las 

muestras se clarifican centrifugando a 20.000 g durante 15 minutos a 4ºC. Todo el proceso 

de obtención de extractos celulares se realizó en frío. 

 

5.2. Medida de la concentración de proteína. 
 

La concentración de proteína de los extractos celulares se determinó mediante el 

método colorimétrico de Bradford, utilizando como estándar la albúmina de suero bovino 

(BSA). La concentración de proteína se determina midiendo la absorbancia de las 

muestras a 594 nm e interpolando los valores obtenidos en una recta patrón generada a 

partir de cantidades de proteína (BSA) conocidas (1-4 µg). 

 

5.3. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes y transferencia a membranas 
de nitrocelulosa. 

 
Para la realización de las electroforesis de proteínas en geles desnaturalizantes de 

poliacrilamida se utilizó el sistema de tampón discontinuo (Laemmli, 1970). La cantidad 

de proteína total (10-40 µg) de los extractos celulares se mezcla con el volumen adecuado 

de tampón de carga9 para proteína. Las proteínas se separan en función del peso 

molecular sometiéndolas a electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes por la presencia del detergente iónico SDS (SDS-PAGE)10. Se 

emplearon geles de poliacrilamida con diferentes concentraciones (4-12%).  

Una vez realizada la electroforesis, las proteínas presentes en el gel se transfieren 

a membranas de nitrocelulosa (BioRad) por aplicación de un campo eléctrico en una 

cubeta que contiene tampón de transferencia11. La transferencia se realiza en un sistema 

Trans-blot Turbo (BioRad) siguiendo un protocolo estándar con un voltaje de 25 V y una 

intensidad de corriente eléctrica de 1 A durante 30 minutos. 

 

5.4. Inmunodetección. 
 

Una vez terminada la transferencia, las membranas se tiñen con el colorante 

reversible PonceauS12  que nos permite comprobar la eficiencia en la transferencia, así 

como la homogeneidad en la cantidad de proteína cargada en cada muestra. Para 

ensayos de inmunoblot las membranas se bloquean durante 1 h a temperatura ambiente 

                                                
9 Tampón de carga: LDS (4X) (Nu-Page) con DTT 40 mM y azul de bromofenol. 
10 Tampón de electroforesis: Tris 25 mM, glicina 190 mM, SDS 0.1 % (p/v). 
11 Tampón de transferencia: Tris 25 mM, glicina 190 mM, metanol 20% (v/v). 
12 Ponceau S: Ponceau S 0.5% (p/v), ácido acético 5% (v/v). 
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en solución de bloqueo13 y se incuban con el anticuerpo primario correspondiente 

empleando las condiciones y diluciones indicadas en la Tabla III.  
 

ANTICUERPO CASA COMERCIAL DILUCIÓN 
TIEMPO DE 

INCUBACIÓN 
Mouse anti-GAPDH Santa Cruz 1:3000 4ºC 12-16 h  

Goat anti-GFP Cell Signaling 1: 2000 4ºC 12-16 h + RT 1 h 

Rabbit anti-STIM1 ProSci 1:1000-1:3000 4ºC 12-16 h 

Mouse anti-STIM1 BD 1:1000 4ºC 12-16 h 

Mouse anti-IP3R-3 BD 1:1000 4ºC 12-16 h 

Mouse anti-βTubulinIII             Sigma 1:3000 4ºC 12-16 h 

Guinea pig anti-CaV1.2 Alomone labs 1:500 4ºC 12-16 h 

Rabbit anti-HSP60 Cell Signaling 1:1000 4ºC 12-16 h 

Rabbit anti-PDHa1 Cell Signaling 1:1000 4ºC 12-16 h 

Rabbit anti-COXIV Cell Signaling 1:1000 4ºC 12-16 h 

Rabbit anti-Vinculin Abcam 1:10000 4ºC 12-16 h 

Mouse anti-ATPB Abcam 1:1000 4ºC 12-16 h 

Rabbit anti-Tom20 Santa Cruz 1:5000 4ºC 12-16 h 

Mouse anti-OPA1 BD 1:5000 4ºC 12-16 h 

Sheep anti-MFN2 University of Dundee 0.5 µg/ml 4ºC 12-16 h 

Rabbit anti-MCU Cell Signaling 1:500 4ºC 12-16 h 

Mouse anti-p21 Santa Cruz 0.8 µg/ml 4ºC 12-16 h 

Mouse anti-βTubulin Sigma 1:2000 4ºC 12-16 h 

Mouse anti-Parkin Santa Cruz 1:1000 4ºC 12-16 h 

Mouse anti-aTubulin Merck-Millipore 1:10000 4ºC 12-16 h 

Mouse anti-RFP Chromotek 1:1000 4ºC 12-16 h 

  Tabla III. Anticuerpos primarios utilizados en los ensayos de inmunodetección proteica. 
 

Tras 5-6 lavados de 10 minutos en solución TBS-T14, las membranas se incuban 

durante 60 minutos a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario conjugado con 

la enzima HRP (peroxidasa de rábano) en solución de bloqueo y a una dilución 1:10.000. 

A continuación, las membranas se lavan 5-6 veces (10 minutos cada lavado) en solución 

TBS-T y se realiza un lavado adicional en solución TBS de 5 minutos. Finalmente, se 

añade el sustrato quimioluminiscente Clarity o Clarity MaxTM Western ECL (BioRad) 

durante 1-3 minutos a temperatura ambiente. Las bandas inmunoreactivas se revelan en 

un Chemidoc XRS + imager (BioRad). La cuantificación de las bandas resultantes del 

revelado de las membranas se lleva acabo con el programa ImageJ.  
 

                                                
13 Solución de bloqueo: Leche desnatada en polvo 10% (p/v) en TBS-T. 
14 TBS-T: Tris-HCl 50 mM pH 7.5, NaCl 75 mM, Tween-20 0.2% (v/v). 
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6. MORFOLOGÍA Y ACTIVIDAD MITOCONDRIAL. 
 

6.1. Medida del potencial de membrana mitocondrial en neuroblastos SH-SY5Y. 
 

En condiciones basales, las mitocondrias de células no dañadas presentan un 

potencial de membrana interna (ΔV) de -180 mV. La alteración de dicho potencial es una 

de las principales características de las fases iniciales de diferentes tipos de muerte 

celular. Los cambios en el potencial de membrana se deben en gran parte a la apertura 

desregulada del poro de permeabilidad transitoria mitocondrial (MPTP), que permite el 

paso libre de iones y pequeñas moléculas, que conduce al desacoplamiento de la cadena 

respiratoria y la liberación del citocromo c hacia el citosol. 

Las sondas que monitorizan el potencial de membrana mitocondrial están cargadas 

positivamente, acumulándose así en el interior electronegativo de la mitocondria. Entre 

las sondas que permiten determinar el cambio del potencial de membrana mitocondrial 

se encuentran JC-115, TMRM16 y rodamina, cuyos mecanismos de acción se describen 

en los siguientes apartados. 

 

6.1.1. Medida del potencial de membrana mitocondrial con JC-1. 
 
JC-1 es una sonda de emisión dual que se utiliza para medir el potencial de 

membrana mitocondrial y se caracteriza por un espectro de emisión que va desde el verde 

(529 nm) al rojo (590 nm). El cambio de fluorescencia rojo/verde depende del potencial 

de membrana y no se ve alterado por factores como el tamaño, forma o densidad de las 

mitocondrias. En células sanas con mitocondrias activas esta sonda se observa en forma 

de agregados fluorescentes rojo-anaranjados (agregados de JC-1), pero tras la 

despolarización mitocondrial se produce un descenso en el ratio de intensidad 

fluorescente rojo/verde, observándose la sonda en forma de monómeros de fluorescencia 

verde difuso (monómeros de JC-1). 

Las células se siembran en cubres de vidrio de 18 mm de diámetro tratados con 

colágeno. Los cubres se lavan 2 veces con PBS y se deja secar hasta el momento de la 

siembra. En este caso se siembran 2.5x105 células/placa de 35 mm de diámetro, en medio 

suplementado con FBS 10% y a las 48 horas se inicia el experimento. Para la 

monitorización del potencial de membrana mitocondrial se aspira el medio, se realiza un 

lavado con medio Leibovitz’s L-15 libre de bicarbonato y suplementado con FBS 10% y 

se incuban las células con JC-1 5 µM durante 30 minutos a 37ºC. Tras esta incubación 

se coloca la placa de células en un incubador UNO-Okolab acoplado al microscopio de 

                                                
15 JC-1: 5,5′,6,6′-tetrachloro-1,1′,3,3′-tetraethyl-imidacarbocyanine iodide. 
16 TMRM: tetramethylrhodamine methyl ester. 
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epifluorescencia. Los filtros empleados son: (1) filtro de excitación 470/40 nm (Chroma), 

un espejo dicroico de 505 nm y un filtro barrera de 515-555 nm para la monotorización del 

monómero, y (2) filtro de excitación 470/40 nm (Chroma), un espejo dicroico de 565 nm y 

un filtro barrera de 590 nm para la monotorización del agregado. Todas las imágenes se 

obtienen con un microscopio invertido de epifluorescencia a través de un objetivo Plan 

Apochromat 100x (NA 1.45) de inmersión en aceite. 

 

6.1.2. Medida del potencial de membrana mitocondrial con TMRM. 
 

El TMRM es una sonda fluorescente catiónica que se acumula en mitocondrias 

activas de células sanas en las que el potencial de membrana no se encuentra alterado. 

Así, en células con mitocondrias funcionales la sonda refleja una señal brillante como 

resultado de su acumulación, pero esta señal se desvanece a medida que se produce 

una pérdida de potencial de membrana. La señal de TMRM puede ser detectada por 

citometría de flujo o epifluorescencia, y ambas técnicas fueron empleadas en este estudio. 

Estos experimentos se desarrollaron en colaboración con el personal del STAB-SAIUEx. 

En el caso del ensayo por citometría de flujo, las células se siembran en placas de 

10 cm de diámetro y se dejan crecer en condiciones estándar entre 48 horas y 6 días 

(según el tipo de condición experimental). El día del experimento, las células se 

desprenden del sustrato con tripsina y se centrifugan 5 minutos a 200 g. Posteriormente, 

el precipitado se resuspende en 1 ml de PBS + BSA 1% y se incuban con TMRM 2 nM 

durante 30 minutos a 37ºC con agitación suave. Además, se añade Hoechst 33258 1 µM 

con el fin de excluir las células muertas del análisis. Tras la incubación, se hacen pasar 

20.000 células por muestra a través del citómetro MACSQuant VYB (Miltenyi Biotech). 

Los datos obtenidos se procesan y analizan con el software Kaluza (Beckman Coulter).  

Para el ensayo con microscopía confocal, las células se siembran en las mismas 

condiciones que en el ensayo anterior pero en este caso sobre cubreobjetos de vidrio de 

18 mm en placas de 35 mm de diámetro. El día del experimento se aspira el medio de 

cultivo, se realiza un lavado con medio Leibovitz’s L-15 y se incuban en este mismo medio 

con TMRM 10 nM y Hoechst 33342 1 µM durante 30 minutos a 37ºC. Tras la incubación, 

se lleva acabo una adquisición de imágenes durante 10 minutos con intervalos de 2 

minutos. Además, como control y para evaluar la especificidad de tinción del TMRM, se 

adiciona a las células un pulso de FCCP17 10 µM que es un agente desacoplante de la 

cadena de transporte electrónico mitocondrial. Las imágenes son adquiridas por un 

                                                
17 FCCP: Carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone 
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microscopio confocal FV1000 (Olympus) y para la cuantificación de la fluorescencia se 

utiliza el software FV10 (Olympus). 

 

6.2. Estudio de la morfología mitocondrial por tinción con rodamina123.  
 

Aunque en un apartado anterior se nombra la rodamina con una posible sonda para 

la medida del potencial de membrana mitocondrial, es conocido que esta sonda produce 

un efecto inhibitorio sobre la respiración mitocondrial a ciertas concentraciones, efecto 

que no se observa con TMRM (Scaduto and Grotyohann, 1999), por lo que en nuestros 

estudios no usamos rodamina123 como indicador del potencial de membrana. Aún así se 

trata de una buena sonda para la tinción de mitocondrias celulares y permite la adquisición 

de imágenes específicas de dichos orgánulos por microscopía de fluorescencia. 

El análisis de la morfología de las mitocondrias se lleva a cavo como se describe en 

(Martin-Romero et al., 2008). Las células se siembran en cubres de vidrio de 18 mm de 

diámetro a baja confluencia con el fin de que no se formen acúmulos celulares. Su cultivo 

se realiza en condiciones estándares en un tiempo que dependerá de la condición 

experimental. En el momento del experimento, se aspira el medio de cultivo, se realiza un 

lavado con medio Leibovitz’s L-15 y se incuban las células en este mismo medio 

suplementado con rodamina123 5 µM durante 10 minutos a 37ºC (en un incubador sin 

suministro de CO2). Tras la incubación, se realiza un lavado con L-15 y se sitúan las 

células en un incubador UNO-Okolab acoplado al sistema de microscopía. Para la 

visualización de la sonda se emplea un filtro de excitación de 510-560 nm, un espejo 

dicroico de 565 nm y un filtro barrera de paso largo de 590 nm. Las imágenes se obtienen 

a través de un objetivo Plan Apochromat 100x (NA 1.45) de inmersión en aceite, y una 

cámara UNO-Okolab acoplada a un microscopio invertido Nikon Ti-E (Nikon Instruments 

Europe B.V.). Se adquieren imágenes en secciones del eje Z de 0.2 µm, para su posterior 

deconvolución y proyección total. 

 

6.3. Medida de la actividad del complejo I mitocondrial. 
 

La NADH ubiquinona oxidorreductasa (o complejo I) es un complejo multienzimático 

que constituye el primer paso en la cadena respiratoria mitocondrial. En este estudio, la 

medida de actividad de la cadena de transporte de electrones en el complejo I mitocondrial 

se lleva a cabo a 37ºC según se describe en (Lagoa et al., 2011). Así, se siembran 

140.000 células en placas de 60 mm de diámetro en las condiciones experimentales 

adecuadas (en este caso son 6 días de cultivo con tratamiento de ácido retinoico 10 µM, 
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pues se trabaja con células diferenciadas), buscando tener una confluencia del 60-70% 

el día del ensayo.  

El día del experimento las células se lisan y se cuantifica la concentración de 

proteína en los lisados. En los ensayos se emplea una concentración de lisado en el 

intervalo 85-130 µg/ml y como tampón se utiliza Tris-HCl 10 mM (pH 7.4), KCl 50 mM, 

EDTA 1 mM y KCN 2 mM. Se utiliza la quinona CoQ1 (50 µM) como aceptor de electrones 

y la reacción se inicia añadiendo NADH 75 µM, monitorizando la absorbancia a 340 nm 

durante 2-3 minutos. A continuación, se añade el lisado y se registra esta absorbancia 

durante 10 minutos. Finalmente, se añaden 10 µg de rotenona y se recoge el registro de 

absorbancia a 340 nm durante 10 minutos adicionales. El cálculo de la actividad de la 

cadena de transporte de electrones del complejo I se estima por la diferencia de la 

pendiente de la gráfica de absorción vs. tiempo antes y después de la adición de rotenona 

y se expresa en nmol/min/mg de proteína de lisado celular, empleando un coeficiente de 

extinción molar para NADH de 6.2 mM-1 cm-1. 

 

6.4. Evaluación de mitofagia en neuroblastos SH-SY5Y. 
 

La mitofagia es el proceso por el cual las mitocondrias dañadas o no funcionales 

son recicladas en autofagosomas para su posterior degradación lisosomal. Este 

mecanismo es fundamental para que las células mantengan siempre una reserva de 

mitocondrias activas, ya que el daño mitocondrial está asociado a multitud de patologías. 

Por ello, es importante disponer de herramientas que nos permitan conocer el estado de 

las vías mitofágicas, como las líneas celulares que expresan la construcción mito-QC 

usadas en este estudio.  

 

6.4.1. Generación de líneas mito-QC SH-SY5Y. 
 

La construcción mito-QC se basa en el tándem de proteínas mCherry-GFP-FIS1 

(Figura 60) formado por las proteínas fluorescentes mCherry y GFP y un fragmento de la 

proteína FIS1 situada en la membrana externa mitocondrial (Allen et al., 2013). Con esta 

construcción las mitocondrias activas se visualizan con una doble emisión de 

fluorescencia rojo-verde, como resultado de la mezcla de ambos fluoróforos, pero si la 

mitocondria entra en la vía mitofágica y pasa a un ambiente acídico (como el interior 

lisosomal, con pH = 4) la fluorescencia verde del GFP se extingue y sólo se observa la 

emisión roja de mCherry. 

En este trabajo se han generado líneas celulares SH-SY5Y que expresan de forma 

estable la construcción mCherry-GFP-FIS1 y que nos permiten realizar ensayos de 
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mitofagia tanto en células fijadas como en célula viva. La generación de estas líneas se 

lleva a cabo por un doble ciclo de infección retroviral como se explica en el apartado 3.4.2 

y la expresión de dicha construcción se corrobora mediante inmunodetección y 

observación por microscopía de fluorescencia. 

 

 
 

Figura 60. Construcción mito-QC en condiciones basales y mitofágicas. La proteína 

recombinante mito-QC se compone de los fluoróforos mCherry (rojo), GFP (verde) y una región 

peptídica de la proteína mitocondrial FIS1, que permite visualizar las mitocondrias por microscopía 

de fluorescencia. Cuando las mitocondrias se encuentran activas en el citosol (pH = 7.0-7.1) se 

observan de color amarillo (combinación de ambos fluoróforos), pero cuando las mitocondrias son 
embebidas por lisosomas (pH = 4.8), la fluorescencia verde del GFP se extingue y las fracciones 

mitocondriales (o mitolisosomas) se observan como puntos rojos (Allen et al., 2013).  

 

6.4.2. Adquisición y análisis de imágenes: cuantificación de mitolisosomas. 
 

Las células se siembran en cubres de vidrio de 18 mm de diámetro buscando tener 

una confluencia no superior al 50-60% el día del experimento. El tiempo y condiciones de 

cultivo va desde las 48 horas en condiciones estándar para neuroblastos indiferenciados 

hasta 6 días in vitro para células diferenciadas. 

El día del experimento, se aspira el medio de cultivo de las células, se realiza un 

lavado con el medio libre de bicarbonato Leibovitz’s L-15 suplementado con FBS 10% y 

finalmente se incuban las células en medio L-15 fresco + FBS 10% en un incubador UNO-

Okolab acoplado al microscopio de epifluorescencia. Para los registros de fluorescencia 

se utilizan filtros de excitación a 480/30 nm, y de emisión 535/40 nm con un espejo dicroico 

de 505 nm para GFP, y filtros de excitación a 562/40 nm, de emisión a 641/175 nm con 

un espejo dicroico a 593 nm para mCherry (Semrock). El tiempo de adquisición de 

imágenes es de 500 ms por captura, con un intervalo de tiempo de 20 segundos, durante 

5-10 minutos. Se utiliza un objetivo Plan Apochromat 100x (NA 1.45) de inmersión en 
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aceite y se adquieren imágenes en secciones del eje Z de 0.2 µm, para su posterior 

deconvolución y proyección total máxima, seleccionando las capas que nos ofrezcan 

mayor nitidez para el posterior análisis. 

El análisis del nivel de mitofagia que presentan las células de nuestro estudio se 

lleva a cabo mediante la cuantificación del número de mitolisosomas, que son fragmentos 

mitocondriales embebidos por lisosomas y que sólo se visualizan en rojo. La 

cuantificación del número de mitolisosomas se lleva a cabo con el software ImageJ, 

usando el plugin MitoQC Counter desarrollado por Lambert Montava-Garriga y Greame 

Ball (Universidad de Dundee). A partir de las imágenes adquiridas en el microscopio, se 

realiza una división en 2 canales (verde/rojo) y se genera una composición de ambos 

canales en las que resaltan los puntos rojos que representan los mitolisosomas. Tras 

ajustar los umbrales de intensidad y radio de los mitolisosomas, se lleva a cabo la 

cuantificación normalizada de los mitolisosomas; analizándose al menos 40 células por 

cada condición experimental. 

   

7. ANÁLISIS DEL CICLO CELULAR. 
 

El ciclo celular eucariótico discurre por varias etapas diferenciadas (Figura 61), en 

las cuáles las células de diferentes tejidos pasan periodos más o menos extensos de su 

tiempo vital en estado de reposo mitótico, es decir, con su capacidad de división celular 

inhibida. A esta fase de latencia se le denomina G0. Una vez que la célula inicia un 

proceso de división celular, debe primero aumentar de tamaño y sintetizar todas aquellas 

moléculas y enzimas que serán necesarias para la síntesis de DNA, una etapa de 

preparación que se denomina G1. Durante la fase S se replica el DNA celular en un 

proceso exhaustivamente controlado, ya que de su fidelidad depende en gran medida que 

las células resultantes del proceso reciban una cantidad equitativa y fiel del material 

genético. Tras la fase S, la célula entra en una nueva etapa de preparación a la mitosis 

denominada G2. Los cromosomas replicados se segregan a cada una de las células hijas 

durante la etapa de mitosis o fase M. Para completar este proceso la célula debe superar 

dos puntos de control que se establecen en las transiciones G1/S y G2/M (Stryer, 1995). 

La Figura 61 ilustra un esquema del ciclo celular eucariótico. 
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Figura 61. Ciclo celular eucariótico. En respuesta a factores tanto intracelulares como 

extracelulares, las células proliferativas pueden iniciar un proceso de división celular. En las etapas 
iniciales (G1) se sintetizan todos los precursores y moléculas necesarias para el ciclo, y en especial 

las implicadas en síntesis de DNA (fase S). Antes de entrar en fase S, la célula debe superar un 

punto de control de la transición G1/S. Una vez duplicado el DNA, la célula entra en la fase G2, en 

la que se lleva a cabo la síntesis de macromoléculas necesarias para la división mitótica. Antes de 

iniciarse la mitosis (M), se deben superar otros puntos de control de la transición G2/M. Al final del 

proceso se obtienen dos nuevas células diploides que permanecerán fuera del ciclo de división 

celular por un periodo de tiempo que dependerá, entre otros factores, del tipo celular y de las 

condiciones de crecimiento. Imagen de (Chin and Yeong, 2010). 
 

En este trabajo se empleó citometría de flujo para cuantificar la proporción de 

células en cada fase del ciclo celular, así como la cantidad de células apoptóticas. Las 

células se siembran a baja confluencia en medio de cultivo con FBS 10% y transcurridas 

48 horas desde su siembra (período que supera la duración de un ciclo celular completo 

en células SH-SY5Y), se recupera el medio de cultivo de las placas y se reserva en un 

tubo estéril. Se realiza un lavado con PBS y se recupera dicho PBS en un tubo estéril 

para añadir las células en suspensión al pool de células total recogidas. Por otro lado, se 

disocian las células de las placas de cultivo por adición de tripsina y se recuperan con su 

propio medio de cultivo. A continuación, se centrifugan las células durante 5 min a 2000 

g, se resuspende el precipitado en PBS, se repite la centrifugación anterior y se fijan las 

células a 4°C en una solución de etanol al 70% (v/v). Antes de su análisis las células se 

resuspenden en PBS con 1 µg/ml de RNasa y 50 µg/ml de yoduro de propidio para su 

tinción, durante 2 horas en oscuridad y con agitación suave. El contenido total de DNA 
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por célula se determina empleando un citómetro de flujo MACSQuant VYB (Miltenyi 

Biotech) adquiriendo no menos de 20.000 células por muestra. Esta última parte del 

proceso se llevó a cabo por el personal del STAB-SAIUEx.  
 

8. ANALISIS DE ADHESIÓN CELULAR. 
 

8.1. Adhesión celular de neuroblastos SH-SY5Y en matrices extracelulares. 
 

Para este ensayo se pretratan placas de 35 mm de diámetro con colágeno o 

fibronectina a distintas concentraciones con el fin de generar matrices que favorezcan la 

adhesión celular. En el caso de la matriz de colágeno, se usaron concentraciones de 1.5, 

15 y 150 µg/ml; mientras que para generar la matriz de fibronectina las concentraciones 

fueron 0.1, 1 y 10 µg/ml. En ambos casos, las placas con colágeno o fibronectina se 

incuban a 37ºC durante un mínimo de 1 hora. Transcurrido este tiempo, se aspira la 

solución de las placas, se realizan 2 lavados con PBS y se dejan secar hasta el momento 

de la siembra. 

Se siembran en paralelo las distintas líneas celulares objeto del ensayo, a una 

densidad de 4x105 células/placa en medio suplementado con FBS 10% e incuban durante 

2 horas. Transcurrido este tiempo, se captan imágenes de las células de las distintas 

placas hasta tener unas 10 imágenes de cada una de las condiciones del experimento. 

Las imágenes se adquieren con una cámara acoplada al microscopio invertido Nikon Ti-

E empleando un objetivo 20x y posteriormente se analiza el número de células adheridas 

en cada imagen mediante el software NIS-Elements AR. 

 

8.2. Cinética temporal de adhesión celular en neuroblastos SH-SY5Y. 
 

Para el análisis de la cinética de adhesión celular, se tratan placas de 35 mm de 

diámetro con una solución de 15 µg/ml de colágeno y se incuban a 37ºC un mínimo de 1 

hora. Tras este tiempo, se aspira la solución de colágeno, se realizan 2 lavados con PBS 

y se dejan secar hasta el momento de la siembra. En este caso se siembran 1.5x105 

células/placa y tras la siembra las placas se colocan en un incubador de UNO-Okolab 

acoplado al sistema de microscopía para monitorizar la morfología celular durante varias 

horas, con un objetivo de contraste de fases 40x con sistema de enfoque perfecto del 

microscopio Nikon Ti-E. El software de NIS-Elements se programa para que se capten 

imágenes cada 3 minutos y tras la finalización del ensayo se evalúa la periferia y el área 

celular de las células de ambas líneas en intervalos de 15 minutos que abarcan desde el 

tiempo inicial (0 minutos) hasta los 120 minutos. 
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9. ANÁLISIS DE LA SENESCENCIA CELULAR. 
 

No se conoce un marcador común y característico de células senescentes, pero se 

ha observado en fibroblastos senescentes una mayor expresión de la enzima b-

galactosidasa (Dimri et al., 1995). De este modo conociendo los niveles de esta enzima 

se puede determinar el estado juvenil/senescente de las células y para determinar el nivel 

de actividad b-galactosidasa se utilizan sustratos de la misma como el C12FDG (5-

dodecanoylaminofluorescein di-b-D-galactopyranoside) como se ha descrito previamente 

(Kurz et al., 2000). 

Para este ensayo se siembran células en placas de 10 cm de diámetro con el fin de 

tener una confluencia del 60-70% el día del ensayo. Para realizar el experimento se aspira 

el medio de las placas, se realiza un lavado con PBS, se disgregan las células por adición 

de tripsina y se centrifugan 5 minutos a 250 g. A continuación, se resuspende el 

precipitado celular en PBS con C12FDG 1 µM y las células se incuban durante 30 minutos 

a 37ºC en oscuridad y con agitación suave. Tras la incubación, se realiza un lavado con 

PBS y se resuspenden las células en PBS con Hoechst 33258 1 µM, para su posterior 

análisis por el citómetro de flujo MACSQuant VYB (Miltenyi Biotech), adquiriendo no 

menos de 20.000 células por condición experimental. 

 
 

10. MEDIDA DE LA CONCENTRACIÓN DE CALCIO LIBRE CITOSÓLICO. 
 

La medida de la concentración de Ca2+ libre  en el citosol [Ca2+]i se determina 

mediante el método descrito en (Pozo-Guisado et al., 2010) empleando fura-2 como 

fluoróforo sensible a Ca2+. Fura-2 presenta un espectro de excitación con dos máximos 

situados a 340 y 380 nm (Figura 62). El primero de ellos permite monitorizar la 

concentración del complejo fura-2-Ca2+, mientras que el segundo corresponde al fura-2 

libre. A 360 nm presenta un punto isosbéstico que se utiliza para determinar la 

fluorescencia independiente de Ca2+ o para determinar la extinción de fluorescencia. El 

espectro de emisión de este indicador presenta un único máximo situado a 510 nm. La 

constante de disociación (Kd), para Ca2+ es de 225 nM, lo que hace a esta sonda 

especialmente adecuada para determinar los valores de Ca2+ desde 20-30 nM hasta 1-2 

µM (Thomas and Delaville, 1991).  
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Figura 62. Espectro de excitación de fura-2. La gráfica representa el espectro de excitación de 

la sonda fluorescente fura-2 en solución con concentraciones de Ca2+ saturantes (38.9 µM), y 

concentraciones que se encuentran incluidas en el rango de intervalo de detección de fura-2: 

0,017-1.35 µM, para una longitud de onda de emisión de 510 nm. 

 

Debido a que el fura-2 es un anión policarboxilato, no atraviesa bicapas lipídicas, 

por lo que la forma más conveniente de cargar este indicador en la célula es mediante la 

dispersión del acetoximetiléter (AM) del indicador. Los grupos carboxílicos del indicador 

son esenciales para que éste sea sensible a Ca2+, por lo tanto los grupos esterificados a 

los mismos deben de ser eliminados una vez que el indicador ha penetrado en la célula. 

Esta acción es llevada a cabo por las esterasas intracelulares, capaces de liberar la forma 

policarboxilato sensible a Ca2+. Una problemática asociada a los acetilmetiléteres de los 

indicadores es su baja solubilidad en soluciones acuosas. Por ello, para que la carga del 

fura-2AM sea efectiva se necesita realizarla junto con Pluronic F-127, un surfactante no 

iónico que facilita la dispersión de los mismos. 

 

10.1. Carga con fura-2AM en células SH-SY5Y. 
 

Para realizar la medida de la [Ca2+]i con fura-2AM se procede en primer lugar a la 

carga del mismo en la célula. Para ello, las células se incuban con fura-2AM 1 µM y 

Pluronic F-127 0.025% en medio de cultivo, durante 45 min - 1 h a 37ºC. Transcurrido 

este tiempo las células se lavan con HBSS y se lleva a cabo el registro de los valores de 

fluorescencia.  
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10.2. Medida de los valores de fluorescencia. 
 

Para determinar la fluorescencia de la sonda en el interior de las células se utiliza 

un microscopio invertido Nikon Ti-E. El registro de emisión de fluorescencia consta de tres 

registros simultáneos: (1) el registro de la emisión de fluorescencia utilizando una 

excitación a 340 (F340), (2) registro utilizando una excitación a 380 nm (F380) y (3) el registro 

del cociente (ratio de fluorescencia, R = F340/F380) entre la emisión de fluorescencia con 

una longitud de onda de excitación de 340 nm y la emisión de fluorescencia con una 

longitud de onda de 380 nm. Todas las medidas se realizan a 35-36ºC (controlador de 

temperatura DH-40i de Warner Instruments, Inc.). Las imágenes se obtienen utilizando 

los filtros de excitación 340/26 y 387/11 nm, un espejo dicroico de 510 nm y un filtro 

barrera de 520 nm (Semrock). Las imágenes son capturadas con una cámara CCD 

Hamamatsu C9100-02 acoplada al microscopio de fluorescencia invertido y analizadas 

con el software NIS-Elements AR. 

 

10.3. Calibración de la medida. 
 

El cociente F340/F380, que hemos denominado R, puede ser utilizado para determinar 

la concentración de Ca2+ libre intracelular. La ecuación que relaciona R con la [Ca2+]i es 

la siguiente:  

 

[Ca2+]i = Kd x (R-Rmin)/ (Rmax-R) x ß. 

 

En esta ecuación, R es el ratio de la fluorescencia (F340/F380), Rmax y Rmin son los 

valores de R bajo condiciones saturantes o libres de Ca2+, respectivamente, y ß es el 

cociente de los valores de emisión de fluorescencia con una excitación a 380 nm y 

registrados en condiciones de Ca2+ libre o saturantes. 

 

10.4. Activación de la entrada de Ca2+ mediante canales SOC. 
 

Para inducir la apertura de los canales de Ca2+ operados por depósitos intracelulares 

(canales SOC) se utiliza tapsigargina (Tg), un inhibidor específico e irreversible de la Ca2+-

ATPasa del retículo sarco(endo)plasmático (SERCA) (Lytton et al., 1991, Thastrup et al., 

1990). El vaciado de los depósitos intracelulares de Ca2+ se lleva a cabo incubando las 

células con Tg 1 µM en tampón HBSS libre de Ca2+ con la siguiente composición: NaCl 

138 mM; KCl 5.3 mM; Na2HPO4 0.34 mM; KH2PO4 0.44 mM; NaHCO3 4.17 mM; Mg2+ 4 

mM (pH = 7.4). La activación de canales SOC se confirma con el incremento del ratio 

F340/F380 tras la adición de CaCl2 2 mM al medio extracelular en presencia de Tg. 
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10.5. Ensayos de despolarización por KCl en neuroblastos SH-SY5Y. 
 

Las células de neuroblastoma SH-SY5Y son excitables y poseen canales de Ca2+ 

sensibles a voltaje en la membrana plasmática. Esto nos permite utilizar estímulos como 

la despolarización de la membrana para evaluar el nivel de entrada de Ca2+. En este 

ensayo, las células se despolarizan con pulsos de KCl 90 mM en presencia de inhibidores 

de los distintos tipos de canales Ca2+ operados por voltaje para evaluar qué papel 

desempeña cada uno de ellos en la entrada de Ca2+. 

Las células se siembran en medio DMEM con FBS 10% en placas de 35 mm de 

diámetro con cubres de vidrio de 18 mm de diámetro y se mantienen en las condiciones 

estándar de cultivo. Transcurridas 48 horas desde la siembra, las células se cargan con 

fura-2AM. Tras la incubación, se aspira el medio y las células se lavan con HBSS. Para 

inducir la despolarización a las células se les adiciona KCl 90 mM en HBSS con CaCl2 5 

mM durante 1 minuto y tras este tiempo las células se retornan a la solución basal de 

HBSS (CaCl2 1.26 mM y KCl 5.33 mM). Además, cuando se requiere se añaden 

inhibidores de los distintos canales de Ca2+ operados por voltaje: nifedipina (específico 

para canales tipo L), w-conotoxina MVIIC (para canales de tipo Q, P y N) y ML218 

(altamente específico para canales tipo T). 

 

11. MEDIDA DE LA CONCENRACIÓN DE CALCIO LIBRE MITOCONDRIAL. 
 

La medida de la concentración de calcio libre mitocondrial se lleva a cabo como se 

describe en (Palmer and Tsien, 2006), empleando un sensor de Ca2+ codificado 

genéticamente que tiene su origen en los sensores de tipo “cameleon” (Figura 63). Estos 

indicadores se componen de 2 proteínas fluorescentes y 2 proteínas sensibles a Ca2+ 

(una variante de la calmodulina (CaM) y un péptido de unión a CaM), y basan su medida 

en la transferencia de energía entre fluorocromos o FRET. Este tipo de sensores nos 

permiten medir la dinámica de Ca2+ en determinados orgánulos de la célula como la 

mitocondria, ofreciendo una especificidad carente en pequeñas moléculas sensores de 

Ca2+ como el fura-2.  

En el caso de la mitocondria en este estudio se utilizó el sensor 4mtD3cpv, formado 

por fluorocromo CFP, que actúa de donador, y el aceptor cp-Venus (una variante del 

fluorocromo YFP) que será el aceptor. Este indicador presenta una Kd para Ca2+ de 0.76 

mM (Palmer and Tsien, 2006) y es bastante específico al no unir calmodulina wild-type, 

lo que incrementa la sensibilidad de la medida. 
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Figura 63. Modo de acción del sensor de Ca2+ cameleon. El sensor fluorescente de Ca2+ 

genéticamente codificado “cameleon” basa su estructura en los fluoróforos CFP e YFP que 
aparecen unidos por una región peptídica que actúa de sensor de Ca2+. Tras la unión de iones 

Ca2+, ambos fluoróforos cambian su orientación y se aproximan permitiendo la emisión de 

fluorescencia por transferencia de energía. Imagen adaptada de (Broyles et al., 2018). 
 
 
 
11.1. Transfección de 4mtD3-cpv y medida de [Ca2+]mito en neuroblastos. 

 
Para medir la concentración de calcio libre mitocondrial ([Ca2+]mito) se lleva a cabo 

una transfección transitoria de un plásmido que lleva clonado la construcción 4mtD3-cpv 

(Addgene plasmid #42335). Así las células se siembran en medio de cultivo con FBS 10% 

y una confluencia del 50-60% y 5-6 horas tras la siembra se transfectan con 1.5 µg del 

plásmido para cada placa de 10 cm de diámetro. Tras 24 horas, las células se tripsinizan 

y se siembran en placas de 35 mm de diámetro con cubres de vidrio de 18 mm de diámetro 

y 24 horas después (48 horas desde el momento de la transfección) se lleva a cabo el 

experimento en HBSS con CaCl2 1.26 mM. 
 
 
11.2. Medida de los valores de fluorescencia y calibración de la medida. 

 
Para determinar la fluorescencia de esta sonda se utiliza un microscopio invertido 

Nikon Ti-E. Para esta medida se deben captar al menos 2 imágenes en cada tiempo: una 

imagen directa de CFP (excitación y emisión de CFP) y una imagen FRET (excitación de 

CFP y emisión de YFP). Para obtener las imágenes se utiliza un set dual de filtros 

CFP/YFP 2x2 M-B (Semrock) y todas las medidas se realizan a 35-36ºC (controlador de 

temperatura DH-40i de Warner Instruments, Inc.). Las imágenes son capturadas con una 

cámara CCD Hamamatsu C9100-02 acoplada al microscopio de fluorescencia invertido y 

analizadas con el software NIS-Elements AR. 
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El análisis e interpretación de los valores de fluorescencia se lleva a cabo como en 

(Palmer and Tsien, 2006), dónde la concentración de calcio libre mitocondrial ([Ca2+]mito) 

se determina a partir de la siguiente ecuación: 

 

                     [Ca2+]mito= {Kd
n x (R - Rmin)/(Rmax – R)}1/n 

 
En esta ecuación el valor R representa el ratio FRET/CFP que existe entre las 

células transfectadas con el sensor y el fondo de la imagen (background) sobre la que se 

está midiendo la fluorescencia: 

 

        Ratio = (FRETintensity – FRETbackground) / (CFPintensity – CFPbackground) 

 

Por otro lado, la constante de disociación para calcio (Kd) para esta sonda toma un 

valor de 0.76 mM, n un valor de 0.74, el Rmin se calcula gracias a la adición de ionomicina 

5 µM + EGTA 5 mM, mientras que el Rmax se calcula mediante la adición de ionomicina 5 

µM + CaCl2 10 mM. 

 

12. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GÉNICA. 
 

El análisis de la expresión génica nos permite conocer en qué proporción se 

expresan diferentes transcritos y los posibles cambios o alteraciones que pueden sufrir 

tras determinados eventos celulares con el fin de buscar una mejor adaptabilidad a la 

supervivencia. En los estudios de expresión génica se cuantifican niveles de RNA 

mensajero (mRNA), responsable de la expresión de proteínas. No obstante, los niveles 

de expresión de mRNA de los distintos genes no siempre coinciden con los niveles finales 

de expresión proteica, ya que las células utilizan otros mecanismos para regular la 

expresión proteica. 

 

12.1. Extracción y purificación de RNA. 
 

En este estudio la extracción de RNA de las muestras de interés se llevó a cabo con 

el kit comercial Quick-RNATM Miniprep (Zymo ResearchTM). Dicha extracción se realiza 

siempre en campana de flujo laminar para mantener la esterilidad. Las células se 

siembran en placas de 10 cm de diámetro buscando no tener una confluencia superior al 

70% en el momento del experimento. Transcurrido el tiempo de cultivo, las células se 

lavan con PBS 2 veces y se lisan con el tampón específico que determina el kit comercial. 

Tras seguir los diferentes pasos que marca el protocolo del kit, las muestras de RNA se 

eluyen y se conservan a -80ºC hasta el momento de su análisis. La extracción de RNA de 
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las distintas condiciones experimentales se realiza en paralelo y por triplicado para todas 

ellas. 

 

12.2. Análisis por qPCR. 
 

En este estudio se ha utilizado la PCR cuantitativa a tiempo real para el análisis de 

los niveles de mRNA. Para ello se realiza una retrotranscripción utilizando el kit High-

Capacity cDNA Reverse Trascription (Thermo Fisher Scientific) en un termociclador 

Applied Biosystems™ Veriti™ 96-Well (Thermo Fisher Scientific).  Posteriormente se 

realiza la reacción de PCR cuantitativa con el sistema QuantStudio 6-Flex (Thermo Fisher 

Scientific), utilizando para ello el kit comercial Power Mix™ SYBR® Green Master Mix 

(Thermo Fisher Scientific), el cual contiene la DNA-polimerasa patentada Dual-Lock™ 

Taq. Los primers forward y reverse se emplean a una concentración de 400 nM, 

utilizándose 10 ng de cDNA por reacción. La monitorización de la amplificación se llevó a 

cabo con SYBR-Green, presentando el complejo DNA/SYBR-Green un máximo de 

absorción a 498 nm y de emisión a 522 nm. Los primers empleados en este estudio se 

detallan en la Tabla IV. 

            

       Gen                              Primers (5´- 3´) 
   RPL32 Forward: CATCTCCTTCTCGGCATCA 

Reverse: CTGGGTTTCCGCCAGTTAC 

   ITPR1 Forward: CTGCCACCAGTTCAAAAGCC 

Reverse: CCACCTCTGCTGCCAAGTAA 

   ITPR2 Forward: GCAGGGAAGAAGAGGGACG 

Reverse: ACCCCAAGGTGCTGATGAAG 

   ITPR3 Forward: TATGCAGTTTCGGGACCACC 

Reverse: TGCCCTTGTACTCGTCACAC 
                 Tabla IV. Primers forward y reverse utilizados en los ensayos de qPCR. 
El gen RPL32 (Ribosomal protein L32) se ha utilizado como control (housekeeping) para los 

diferentes ensayos de qPCR SYBR-Green. Todos los primers se obtuvieron a través de la casa 

comercial Invitrogen. 

 

Por otro lado, en este trabajo también se han analizado niveles de mRNA de los 

genes CACNA1C (gen de interés) y GAPDH, HPRT1 y GUSB (genes de referencia) 

utilizando sondas TaqMan® que forman parte del “TaqMan Array Human Intracellular 

Calcium Signaling 96-Well Fast Plate” (Applied Biosystems 4418932). Esta placa presenta 

en cada uno de sus pocillos los primers/oligos (ligados a una sonda fluorescente) 
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correspondientes a un gen de interés, que en nuestro ensayo corresponden a CACNA1C 

(Hs00167681_m1), GAPDH (Hs99999905_m1), HPRT1 (Hs99999909_m1), GUSB 

(Hs99999908_m1). Tras llevar a cabo la retrotranscripción a partir del RNA purificado 

(mismas condiciones que las descritas para qPCR SYBR-Green), se utilizan 10 ng de 

cDNA por pocillo en un volumen final de 10 µl (mezcla de cDNA y la Master Mix de 

TaqManTM Gene Expression de Thermo Fisher Scientific #4369016). Finalmente, se lleva 

a cabo la reacción de PCR cuantitativa con el sistema QuantStudio 6-Flex (Thermo Fisher 

Scientific) a partir del protocolo indicado por la casa comercial. El análisis de las 

cantidades relativas de mRNA para cada gen se llevó a cabo con el software “Relative 

Quantification app” (thermofisher.com/cloud). En todos los casos este análisis se realizó 

con triplicado técnico, con un triplicado biológico para cada condición experimental.  
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Anexo 1. Relación de construcciones utilizadas en este estudio. 
 
 
 

 
 
 
             Código 
 

             Diana   Especie      Plásmido 
parental 

           DU52282 
    (primer KO sense) 
      (Univ. Dundee) 

            STIM1       
(ENSG00000167323) 

      
   Human 

   
 pBABED PU6 

           DU52301 
 (primer KO antisense) 
      (Univ. Dundee) 

            STIM1 
(ENSG00000167323) 

      
   Human 

      
      pX335 

  TF314247A (Origene) 
      (shRNA_29mer) 

         CACNA1C 
(ENSG00000151067)    Human   pRFP-C-RS 

                    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    Código       Proteína     
Especie 

Nº de acceso  Plásmido 
parental 

  NM_009287   pcDNA3.1 

  NM_009287 pmCherry-N1      

    DU40799 
(Univ.Dundee) NM_016068.2 pBabe-hygro 

  MR225699 
   (Origene) 

         
     ITPR3-Myc 

  
  NM_080553 

      
pCMV6-Entry 

NM_002224.3 pmCherry-N1 

Construcciones para expresión proteica. 

Construcciones para silenciamiento (shRNA) o edición genómica (CRISPR/Cas9). 

Human 
      

    
Mouse 

mCherry-GFP-FIS1      

    
Mouse 

    
Mouse 

    UEx213   ITPR3-mCherry      Human 
      

   UEx129         STIM1      
                

   UEx155  STIM1-mCherry      


