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“Si tienes un suerio, tienes que protegerlo”

Will Smith

“Si no puedes volar, entonces, corre; si no puedes correr, entonces, camina;
si no puedes caminar, entonces, arrastrate; pero hagas lo que hagas,
sigue moviéndote hace adelante.”

Martin Luther King

A los que me hacéis feliz...
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ilusion por ver qué descubres de nuevo” y “sabrds un monton de cosas durante afos que



nadie sabe” es mentira. Lo siento, siento ser asi de duro contigo que recién empiezas pero
vale la pena que alguien te sea sincero. No te creas nada de estas utopias, no existen. Sé
que lo pensabas pero es asi, no existe. Y sé que lo piensas porque yo en su dia también. Y
en el fondo, me sabe mal decirtelo asi...pero es la verdad.

Te levantaras muchos dias con la sensacion (al menos yo la he tenido varias veces) que
vienes al laboratorio y te iras a casa, al final de la jornada, igual que un nifio de P-5,
habiendo aportado nada. Es asi y habra dias que te sentirds un fracasado porque no
consigues tus objetivos, porque los experimentos no salen como esperabas, porque te
quedas sin ideas, porque tus células se contaminan y por mil historias mas que ni te
imaginas. Esto de “encontrards el remedio a una enfermedad”, “probablemente,
descubriras una cura contra el cancer” y demas frases del estilo es mentira. Repito: es
mentira. Y no quiero ser cruel contigo, tan solo te explico lo que veras durante estos afios.
A mi me hubiese gustado que me lo hubieran dicho y que alguien me hubiese dado un
bafio de realidad.

jOjo! No te vengas abajo ahora, no he dicho que te quites las ilusiones de la cabeza, jen
absoluto! Hay que ser optimista y, sobre todo, ponerle ilusion al proyecto donde te metes.
Esto si que no lo puedes perder nunca y sobre todo jéchale ganas a aquello que se ponga
por delante! Que la guerra es larga y tendrds muchas batallas pero ganando batallas es
como se logra ganar la guerra. Una vez mas, enhorabuena, porgue a las peores guerras solo
mandan a los mejores generales, no olvides que muchos no han conseguido llegar hasta
aqui, ta si.

En el fondo, estas batallas van bien porque te ensefian a vivir. De verdad, ganando no se
consigue nada, bueno si, la victoria ¢y qué mas? Ya esta, la victoria, punto. Pero cuando
pierdes, cuando fracasas, ahi si que ganas. Por lo tanto, como dice la frase, unas veces se
gana y otras se aprende. Con lo cual, espero que ganes pero que de tanto en tanto, pierdas,
digo, aprendas.

Si algo he aprendido en estos cuatro afos es que va bien sentir que la soga te ahoga para
ver que todavia no te han ahorcado, va bien tener heridas para saber que sigues vivo, va
bien ver borroso para darte cuenta que no eres ciego, va bien ir con muletas para saber que
tienes piernas...va bien fracasar en tus experimentos para saber que tu cerebro funciona y
tienes ideas nuevas que ensayar.

Y dicho esto, dale duro a esta tesis porque te aseguro que te hara ser critico/a con tus

propios experimentos y tu manera de hacer, dale duro porque te hara ser una persona mas



responsable con tu trabajo diario, dale duro porque de cada resultado fallido produciras
nuevas ideas para mejorar.

iAh!' Y un altimo consejillo, asi como todos los que he dicho, sencillo y que no pretende
aleccionar sino que es una reflexion personal. Durante tu tesis, jhaz algo que te haga brillar
los ojos! O dicho en otras palabras, algo que te ponga la piel de gallina, que te erice la piel,
que te haga sentir vivo, que te atraiga, que sea tu vicio, tu adiccion, jTu droga! Creo que
me has entendido ¢/no? Tiene que ser algo que te ponga objetivos por delante.

Si no hay nada que te haga brillar los ojos, estas perdido. Durante la tesis, vas a tener dias
muy duros (no voy a decir exactamente cuan duros serdn porque sonaria grosero pero ya
sabes a lo que me refiero).

Te diré qué es eso por lo que yo suspiro. A mi me fascinan los viajes pero no puedo
“teletransportarme” por un dia a Africa; a mi me fascina rodearme de mi gente pero cada
uno tiene su propia vida que vivir y, tal y como es légico, no pueden estar en cualquier
momento a tu lado. Me fascinan las aventuras pero no siempre se pueden realizar, en
ocasiones requieren dinero, tiempo o improvisacion. Asi que rebusqué en mi interior y
encontré lo que hace brillar mis ojos: el triatlon.

Cada semana, durante horas puntuales, me aislo en un mundo paralelo en el que solo
convivo yo conmigo mismo, y me lanzo a una piscina donde solo estamos el agua 'y yo y
nado como si no hubiera mafiana; disfrutando todas y cada una de las brazadas. O sino, me
calzo las bambas y me voy a correr unos kilometrillos por Barcelona, donde cada zancada
me aisla mas de mi tesis y de mi alrededor, jdesconecto! Y mi tercera opcién es pedalear
en mi bici de carretera por Montjuic o el Tibidabo normalmente, contemplar la ciudad
desde arriba y decir jhoy si, un dia méas he conseguido tener Barcelona a mis pies! Y me
pierdo entre sus vistas...son minutos que no tienen precio. Y tal ha sido mi adiccion a esta
droga que corro carreras ladicas de 10 km por Catalufia, que me apunto a travesias por
aguas abiertas alld donde sea necesario y que hago tiradas largas de bicicleta alla donde
haya un camino que recorrer. Y el dia que me surge hacerlo todo junto, entreno y hago un
triatlon. Siempre planteAndome nuevos retos, asequibles y alcanzables con sacrificio, pero
son un nuevo motivo para luchar. Mi proximo objetivo es hacer el Triatlén Olimpico:
1.5km a nado, 40 km en bici y 10km corriendo. Espero que el reto caiga antes de defender
esta tesis y, si no cae por una lesion fisica o porque psicoldégicamente me vengo abajo,
tendré la excusa perfecta para apuntarme a otra en 2016. Y si lo consigo, también tendré
excusa: mejorar mi tiempo personal.

Conclusién: Busca en tu vida eso que te absorba, eso jque te haga sentir vivo!



Ahora si, me despido, suerte nuevo pre-doc y recuerda siempre que, por muy largo que

veas el camino, todos los caminos empiezan con un primer paso.
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1. CARNITINA ACILTRANSFERASAS

La oxidacion de los &cidos grasos en la mitocondria es una de las principales
fuentes de obtencion de energia en las células. Para que se produzca correctamente, los
acidos grasos deben ser transportados a la matriz mitocondrial y las enzimas responsables
de este transporte son aquellas que poseen actividad aciltransferasa (1). Existen varias
enzimas con este tipo de actividad y se acostumbran a clasificar en funcion del tamafio del

acido graso que utilizan como sustrato. Asi pues, la clasificacion es la siguiente:

1. Carnitina acetiltransferasa (CrAT o CAT): El sustrato principal es acetil-CoA (2).

2. Carnitina octanoiltransferasa (CrOT o COT): El sustrato principal es octanoil-CoA
y fue ampliamente descrita por Ferdinandusse y colaboradores (3).

3. Carnitina palmitoiltransferasa (CPT): El sustrato principal es el palmitoil-CoA,
aungue también transportan otros acidos grasos de cadena larga. En este subtipo
existen la CPT1 y la CPT2, las cuales se caracterizaran en el siguiente apartado
pero ambas tienen en comun que ejercen el transporte de acidos grasos de cadena
larga (AGCL-CoA) de entre 16 y 20 carbonos (1).

Las CPT son realmente importantes ya que los acidos grasos de cadena larga
(AGCL), a diferencia de los de cadena corta y media, son incapaces de entrar al interior de
la mitocondria 'y, en consecuencia, necesitan un sistema transportador
(CPT1/translocasa/CPT2) que los ayude.

1.1 SISTEMA CARNITINA PALMITOILTRANSFERASA (CPT)

Conviene comentar que previo al inicio del sistema CPT, la Acil-CoA-Sintetasa
(ACS) cataliza la union del &cido graso con la coenzima A de manera que el AGCL-CoA

ya estéd entonces activado para el inicio del sistema CPT.

La principal funcion de este sistema es la entrada de los AGCL-CoA a la matriz
mitocondrial para la posterior f-oxidacion de estos y generacion de energia en forma de
ATP.

En el primer paso del sistema CPT interviene la carnitina palmitoiltransferasa 1

(CPT1), una proteina transmembrana situada en la membrana mitocondrial externa, que se
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encarga de intercambiar el coenzima A de los AGCL a carnitina obteniendo asi AGCL-
carnitina en el espacio intermembrana. A continuacion interviene una translocasa llamada
carnitina-acilcarnitinatranslocasa (CACT), situada en la matriz mitocondrial interna, que
transporta el producto acilcarnitina a la matriz mitocondrial. Finalmente, una vez en la
matriz mitocondrial, interviene la carnitina palmitoiltransferasa 2 (CPT2) que transfiere el
grupo acilo de la acilcarnitina a una molécula de coenzima A (CoA). Ahora, los AGCL-
CoA ya estan listos para entrar en el ciclo de la B-oxidacion y producir, en ultima instancia,
acetil-CoA (Figura 1) (4).

La reaccion catalizada por CPT1 es un paso clave en la regulacion del flujo de
AGCL-CoA para que se lleve a cabo la B-oxidacion. EI compuesto que regula esta reaccion
es el malonil-CoA (5), un intermediario en la sintesis de los &cidos grasos. Este compuesto
es muy importante en el metabolismo intracelular ya que no solo modula la CPT1 para la
posterior oxidacion de los AGCL, sino que determina la disponibilidad de AGCL para
procesos como la sintesis de lipidos complejos. Méas concretamente, cuando los niveles de
malonil-CoA son elevados, inhibe la accion de la enzima CPT1 y favorece la lipogénesis y
la oxidacion de la glucosa. En cambio, cuando los niveles de malonil-CoA son bajos, no

ejerce su efecto inhibidor sobre CPT1 y se favorece la oxidacion de los acidos grasos.

Figura 1. Mecanismo de transporte de los &cidos grasos de cadena larga (AGCL) desde el citosol a la
matriz mitocondrial ejercido por el sistema CPT para la posterior B-oxidacion. (Extraido de Casals et.al.,
2015).
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Como se aprecia en la figura 1, en mamiferos existe Unicamente una proteina

CPT2, mientras que la familia de enzimas CPT1 presenta tres isoformas distintas:

e CPT1A o CPT1-L (del inglés Liver) es la que presenta una expresion mas ubicua
de las tres y se encuentra en higado, pancreas, rifion, pulman, intestino, ovarios y
cerebro (6-8).

e CPT1B o CPT1-M (del inglés Muscle) se identifico inicialmente en musculo
esquelético y cardiaco, pero también se ha descrito en tejido adiposo y testiculos
(9,10). Aunque el rol de CPT1B en cerebro no parece muy claro, hay autores que
han descrito su presencia en este tejido en gallos (11).

e CPT1C es la tltima isoforma que se ha descubierto y se expresa principalmente en
cerebro y, en menor medida, en testiculos (12). Actualmente, su funcién todavia
resulta desconocida.

Conviene destacar que CPT1C se expresa Unicamente en mamiferos mientras
CPT1A y CPT1B se expresan ademas en reptiles, insectos, peces y aves, lo cual sugiere

que CPT1C esté presente en aquellos organismos mas complejos.

1.2 CPT1AY CPT1B

Tal y como se ha comentado anteriormente, los acidos grasos de cadena larga
requieren la enzima CPT1 para poder entrar en la mitocondria y ser sometidos al proceso
conocido como B-oxidacion. Curiosamente, CPT1A estd muy presente en higado y en
tejidos que poseen altos ratios de sintesis de acidos grasos, mientras que CPT1B se expresa
en tejidos caracterizados por tener un alta capacidad de oxidar &cidos grasos, como puede
ser el masculo o el tejido adiposo marron (8). También difieren considerablemente en la
afinidad que presentan respecto al inhibidor fisioldgico de las CPT1 (malonil-CoA) ya que
CPT1A presenta una afinidad por malonil-CoA unas 15 veces superior en comparacién con
CPT1B (8).

Los mismos autores que observaron esta variacion en la afinidad observaron 4 afios
mas tarde, a través de experimentos de clonacion y secuenciacion, que CPT1A y CPT1B

presentan una alta afinidad de secuencia (13). A pesar de que ambas secuencias fueron
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claramente descritas, no se ha conseguido cristalizar ninguna de las dos. La razon por la
cual se desconoce la estructura cristalina es que son proteinas integrales de membrana y
pierden la funcion catalitica cuando son solubilizadas (requisito imprescindible para la
cristalizacion). Sin embrago, el andlisis de homologia de sus secuencias en comparacion
con la familia de carnitina aciltransferasas (CrAT, COT, CPT2), que son globulares y
solubles y para las cuales se han obtenido estructuras cristalinas de alta resolucion, han

permitido obtener modelos in silico de la estructura terciaria de CPT1A (14-16).

Adicionalmente, estudios mas profundos sobre la relacion estructura-funcion en
CPT1A han demostrado interacciones entre un dominio regulador N-terminal
relativamente pequefio (47 residuos) y un dominio catalitico C-terminal grande (unos 610
residuos), los cuales estan separados por dos dominios transmembrana y una corta
secuencia conectora. Aungue esta estructura terciaria se ha observado para CPT1A, la
comunidad cientifica considera que probablemente las tres isoformas de CPT1 adopten la

misma.

Estos hallazgos han favorecido que se conozca con detalle el complejo mecanismo
molecular de la sensibilidad de CPT1A a malonil-CoA. Incluso ya se saben los
amino&cidos clave del dominio regulador N-terminal que actlan positiva o0 negativamente
en la sensibilidad de CPT1A a este metabolito (17-24)

Ademas, se han asociado cambios en la sensibilidad de la enzima a malonil-CoA
con homo-oligomerizacion (25,26) o heteroasociacion con otras proteinas (27). Estos
cambios también dependen de la composicion y curvatura de la membrana en la que se
encuentra CPT1A (24,28).

Resulta interesante el hecho que las propiedades moleculares de CPT1A le
permiten adaptar su funcion catalitica a las necesidades celulares, por ejemplo, varia en
higado en funcion de si estd en una situacion de alimentacién o bien en ayuno o en

condiciones diabéticas (29-31).

En el caso de CPT1B, aungue también es una proteina integral de la membrana
mitocondrial externa, no se observan cambios en funcion de la sensibilidad a malonil-CoA

y presenta siempre una afinidad baja para esta molécula inhibidora (28).
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1.3 CPT1C: LA NUEVA ISOFORMA DESCUBIERTA

En 2002, la busqueda in silico en bases de datos basada en la secuencia de CPT1A
humana resulté en la identificacion de un nuevo gen (12), el cual fue designado como
CPT1C debido a su similitud de secuencia con las isoformas CPT1A y CPTI1B. La
diferencia de secuencia mas significativa que se observo fue que CPT1C presenta en el
extremo C-terminal una cola de unos 30 aminodcidos aproximadamente (figura 2, A).
Ademéas Wolfgang y colaboradores realizaron en el 2006 un estudio sobre el parecido y la
identidad de CPT1C respecto las otras isoformas y concluyeron que CPT1C guarda mayor
conservacion respecto CPT1A que no CPT1B (32) (figura 2, B)

A B
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1 172
B Rn CPTIB | % Identity  62.3 52.4 50.6
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™1 TM2 T

C-terminal tail

Figura 2. Comparacion de las isoformas de CPT1. A) Representacion esquematica de CPT1A, CPT1B y
CPT1C de rata (Rn) en la que se muestra la cola extra de CPT1C en el extremo C-terminal, los dominios
transmembrana (TM1 y TM2) asi como la posicion de los aminoécidos. B) Comparacion de la identidad y la
similitud de la secuencia aminoacidica de las tres isoformas de CPT1 (Extraido de Wolfgang et.al., 2006).

2. CPT1C: CARNITINA PALMITOILTRANSFERASA 1C

Desde el descubrimiento de la carnitina palmitoiltransferasa 1C (CPT1C) en 2002
(12) hasta el dia de hoy se han hecho grandes avances sobre esta proteina. Asi pues, se
sabe en qué tejidos se expresa, donde se localiza, como se regula e incluso ya se han

averiguado varios procesos en los cuales la CPT1C participa directa o indirectamente.

Dicho esto, a continuacion se resume la informacion aportada hasta la fecha sobre
la CPT1C.

31



2.1 DISTRIBUCION TISULAR Y LOCALIZACION SUBCELULAR

Desde la aparicion de esta nueva isoforma de la familia de CPT1, la comunidad
cientifica coincide en que CPT1C se expresa fundamentalmente en cerebro, ya que es en
este Organo donde se ha demostrado repetidamente su presencia (12,32-34). Mas
recientemente, se ha demostrado que CPT1C también se expresa en celulas tumorales (35),
esta aportacion en 2011 ha sido clave y esencial para entender la base de este trabajo, en
consecuencia, més adelante, se le dedicard un apartado exclusivo para la relacion entre

CPT1C y células tumorales (seccién 2.7).

Es importante tener en cuenta que CPT1C no se expresa en la totalidad del cerebro
sino que Unicamente se encuentra en neuronas. Esta aportacion la produjo nuestro grupo
(33) seis afios después de su descubrimiento, es decir, en 2008. Para ello, se realizaron
estudios de co-localizacion mediante dos aproximaciones distintas (hibridacion in situ e
inmunohistoquimica) y se demostré que CPT1C es una proteina especifica de neuronas y

no de astrocitos (figura 3, A).

En relacion a la localizacion subcelular, fue un tema que al principio genero
controversia. Price y colaboradores publicaron, al mismo tiempo que el descubrimiento de
esta isoforma, su localizacion en la matriz mitocondrial externa (12). De hecho, parecia
I6gico teniendo en cuenta que el organulo donde se encuentran CPT1A y CPT1B es la
mitocondria. Incluso Dai y colaboradores llegaron a confirmar las ideas iniciales de que
CPTL1C estaba en mitocondria (36). No fue hasta 2008 donde nuestro grupo, a la vez que
aportaba que CPT1C estaba en neuronas y no en astrocitos, demostr6 que CPT1C se
localiza en reticulo endoplasmatico (33). De nuevo, se hicieron dos aproximaciones
distintas: por un lado se transfectaron fibroblastos con CPT1A o con CPT1C fusionadas
con GFP y se observé claramente que CPT1A co-localizaba con el marcador de
mitocondria (mitotracker) mientras que CPT1C co-localizaba con el marcador de reticulo
endoplasmatico (calnexina) (figura 3, B). Por otro lado, se realizaron subfraccionamientos
celulares y se detect6 por WB que CPT1C estaba en la fraccion microsomal y CPT1A en la

fraccion mitocondrial (figura 3, C).

Actualmente, nadie discute que CPT1C se localiza en reticulo endoplasmatico
aunque no se descarta que en determinadas situaciones pudiera migrar a la mitocondria.

Probablemente, esta diferente localizacion subcelular entre CPT1C y CPT1A/B,
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juntamente con la cola adicional en el extremo C-terminal de CPT1C, sea la indicacion
mas clara de que esta proteina tiene una funcién celular que difiere de las otras dos

isoformas.
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Figura 3. Distribucion tisular y localizacion subcelular de CPT1C. A) Estudios de co-localizacion del
mMRNA de CPT1C con las proteinas NeuN y GFAP en secciones de cerebro de ratén. Se realizé hibridacion
in situ con una ribosonda anti-CPT1C (a), una inmunchistoquimica con anticuerpos primarios para NeuN y
secundarios biotinilados (b) y doble inmunohistoquimica con anticuerpos para CPT1C (verde) y GFAP (rojo)
(d). B) Co-localizacién de CPT1C-EGFP o CPT1A-EGFP con Calnexina o Mitotracker. C) Western Blot de
CPT1C y CPT1A en distintas subfracciones celulares y tejidos. (adaptado de Sierra et al., 2008).

2.2 ACTIVIDAD CATALITICA

La actividad catalitica de CPT1C también ha generado mucho debate desde su
descubrimiento. A diferencia de la localizacion subcelular, que est4d en reticulo
endoplasmatico y ya no hay discusion sobre el tema, en el caso de la actividad sigue
habiendo cierta discusion, aunque cada vez menor ya que todos coinciden en que, si tiene,

es muy baja.

La discusion cronolégica sobre si tiene (o no) actividad catalitica es la siguiente:
Primeramente, Price al descubrirla, demostro que CPT1C tiene la misma afinidad por el
malonil-CoA que CPT1A (12) (figura 4), sin embargo, no detectd actividad catalitica, un

hecho que resulté sorprendente ya que el analisis aminoacidico comparativo entre las tres
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isoformas revelé que CPT1C conserva todos los residuos involucrados en la actividad

carnitina aciltransferasa, asi como el lugar de union de malonil-CoA.
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Figura 4. Afinidad de CPT1C por malonil-CoA. (Extraido de Price et. al., 2002).

Mas adelante, el grupo de Daniel Lane, mediante ensayos radiométricos con células
HEK293T y con aciles-CoA como sustrato mas complejos, tampoco fue capaz de detectar
actividad catalitica (32). Ellos mismos decidieron aumentar la complejidad utilizando
explantes hipotaldmicos y corticales de ratones salvajes y deficientes de CPT1C, pero
tampoco observaron diferencias CPT1C dependientes (37).

Al mismo tiempo, nuestro grupo, en el mismo estudio que mostr6 la localizacion
reticular de CPT1C, mostré también, mediante cromatografia liquida en tandem con un
espectrometro de masas (HPLC-ESI-MS/MS) en células PC-12, que CPT1C es capaz de
utilizar al palmitoil-CoA como sustrato aunque la eficiencia catalitica es 200 veces inferior
a la observada en el caso de CPT1A (figura 5) (33).

34



Activity (nmolimin/mg)

0 100 200 300 400 500
Carnitine (M)

0.10

0.08

0.08

0.04

Activity (nmol/min/mg)

0.02 |
0.00

o 100 200 300
Palmitoyl-CoA (uM)

Figura 5. Ensayo de actividad CPT1. Incubacion de microsomas de células PC-12 a diferentes
concentraciones de carnitina (grafica superior) y de palmitoil-CoA (gréafica inferior) y medicién de actividad
CPT1. (Extraido de Sierra et. al., 2008).

De 2008 a 2014 no aparecieron mas estudios sobre su actividad y la comunidad
cientifica coincide en que, si presenta actividad carnitilpalmitoiltransferasa, ésta es muy
inferior a lade CPT1A y CPT1B.

Hace dos afios, se publicé un estudio (38) que ha profundizado en la posible
conformacién de CPT1C mediante experimentos de resonancia magnética nuclear (RMN).
Dicho estudio concluye que, segun las condiciones fisioldgicas de la célula, el dominio N-
terminal de CPT1A (dominio regulador) podria adoptar una conformacion Na (inactiva) o
NP (activa) (figura 6). En cambio, CPT1C estaria permanentemente en un estado Na, la

cual cosa justificaria la baja actividad catalitica que presenta.
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Figura 6. Conformaciones Na y N del dominio regulador de CPT1A. Los aminodcidos que se
encuentran sustituidos en CPT1C se muestran representados. (Extraido de Samanta et. al., 2014)
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2.3 REGULACION DEL BALANCE ENERGETICO

Con el fin de averiguar la funcién fisiologica de CPT1C, Wolfgang y colaboradores
crearon en 2006 el primer modelo animal deficiente de CPT1C (32). Estos animales no
manifiestan ninguna anormalidad evidente en el desarrollo ni tampoco en la temperatura
corporal, aunque presentan una leve disminucion del peso corporal y de la ingesta cuando
son alimentados con dieta estandar. Sin embargo, cuando son expuestos a dieta rica en
grasas, los ratones deficientes de CPT1C (CPT1C KO, del inglés KnockOut) son mas
susceptibles a padecer obesidad, ya que presentan un incremento de peso superior que los
ratones salvajes o WT (del inglés Wild Type), junto con una menor sensibilidad a la
insulina (figura 7).

Estos resultados indican que CPT1C estaria implicada en la patogénesis de la
obesidad inducida por la dieta y que esta enzima podria tener un papel protector sobre esta

enfermedad.
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Figura 7. Los ratones CPT1C KO son mas susceptibles a los efectos de una dieta alta en grasa. Ratones
macho WT y CPT1C KO fueron alimentados con dieta control (10% Kcal provenientes de la grasa) (A,
superior) o con dieta rica en grasas (45% Kcal provenientes de la grasa) (A inferior) durante 14 semanas. B)
Los ratones alimentados con dieta grasa durante 17 semanas fueron sometidos a una prueba de tolerancia a la
glucosa. Los ratones CPT1C KO muestran valores superiores en los niveles de glucosa (superior) e insulina
(superior) indicando mayor resistencia a la insulina. (Extraido de Wolfgang et al., 2006)

Resulta sorprendente que cuando se sobre-expresa la CPT1C en el hipotalamo,
mediante adenovirus, ésta previene significativamente el aumento de peso causado por una
dieta rica en grasas desde el sexto dia después de la infeccion, el cual no estd mediado por
una reduccién de la ingesta (figura 8) (36). Estos nuevos datos muestran que la CPT1C
hipotaldmica estd involucrada en la regulacion de la homeostasis energética y, mas

concretamente, en la regulacién del gasto energético.
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Figura 8. CPT1C protege frente los efectos de la dieta rica en grasa. Efecto de la inyeccion de adenovirus
control (LacZ) o de sobrexpresion de CPT1C en el hipotalamo de ratones alimentados con dieta rica en grasa
sobre el peso (c) y la ingesta (d). CPT1C protege frente la ganancia de peso inducida por la dieta, a pesar de
no provocar cambios en la ingesta. (Extraido de Dai et al., 2007).
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Ya en 2009, un segundo grupo generd otro modelo murino deficiente de CPT1C
(34). Estos ratones no presentaban diferencias en el peso ni en la ingesta cuando eran
alimentados con dieta estandar, pero al igual que en el modelo anterior, presentaban mayor
susceptibilidad a la obesidad. Los ratones CPT1C KO mostraban un incremento de peso
mayor que los WT en dieta alta en grasas y ademas, desarrollaron resistencia a la insulina a
las 8 semanas de alimentacién grasa en la misma medida que los ratones WT después de
24 semanas, a pesar de que el peso de los ratones CPT1C KO a las ocho semanas era
bastante inferior que el peso de los WT a las 24. En este trabajo también se sefialé una
mayor gluconeogénesis y una menor oxidacion de acidos grasos en higado y mdsculo en
los ratones CPT1C KO en situacion de dieta grasa en comparacion con los ratones WT.
Estos datos contribuyen a determinar el fenotipo observado en los ratones CPT1C KO e
indicarian que CPT1C juega un papel en el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa

y en la regulacién del metabolismo lipidico periférico.

2.4 REGULACION DE LA INGESTA A TRAVES DE GRELINA Y LEPTINA

La leptina es un importante regulador fisiolégico de la ingesta y el balance
energeético y una de las acciones que lleva a cabo para ejercer sus efectos anorexigénicos es
inducir un aumento en los niveles de malonil-CoA en el ndcleo arcuato del hipotdlamo
(39). EI mismo grupo demuestra que la leptina no altera los niveles de AGCL-CoA ni
tampoco los de acilescarnitina que como ya se ha descrito son los principales sustratos y
productos de la actividad CPT1A. De esta manera, se sugirié que CPT1A no esta implicada

en la sefializacion anorexigénica inducida por leptina en el nucleo arcuato (40).

Posteriormente, los mismos autores en colaboracién con nuestro grupo de
investigacion, identificaron el papel de CPT1C en la sefializacién de la leptina, proceso en
el cual estd implicada la modulacién de los niveles de ceramidas, mediado por CPT1C
(41). A partir de los descubrimientos descritos en el trabajo anterior, nuestro grupo se
plante6 el papel que podria ejercer CPT1C en la sefializacion de la hormona orexigénica
grelina y la implicacion de las ceramidas en este proceso. Entre otras aportaciones, se
demostré que la CPT1C es imprescindible para el aumento de la sintesis de ceramidas,

inducida por la grelina (42).
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Este trabajo de nuestro grupo aporta informacion de interés sobre la regulacién de
la ingesta y los neuropéptidos por CPT1C pero no se describen aqui con mas detalle

porque se escapa del tema principal de esta tesis.

2.5 FUNCION MOTORA

Una de las funciones mas interesantes que se ha descubierto sobre CPT1C es que su
ausencia genera problemas motores. Estos datos fueron obtenidos por nuestro grupo (43)
después de llevar a cabo una bateria de pruebas neuroldgicas realizadas a ratones
deficientes en CPT1C (CPT1C KO). Una de las pruebas més concluyentes se muestra a
continuacion (figura 9). Aqui se detallan los resultados obtenidos en el test Rotarod, que
consiste en aplicar una velocidad determinada a una rueda giratoria y evaluar el tiempo que
el roedor se mantiene sobre ella, y los obtenidos en un test de aceleracion sobre el mismo
sistema, donde se aumenta progresivamente la velocidad hasta que el animal no es capaz

de mantenerse encima de la barra rotatoria.

Rotarod test Acceleration test

40 -

30
40

30 - 20 1

Latency (s)
Time (s)

20 1
10 4

10 A

WT KO

rpm

Figura 9. Evaluacion de la funcién motora en ratones WT y CPT1C KO. A) Test Rotarod. Valoracion
del comportamiento a velocidades rotacionales crecientes. B). Test de aceleracion. La velocidad de rotacion
fue incrementada de 4 a 40rpm durante 1 minuto y se analiza el tiempo que se mantiene sobre la rueda.

Esta misma publicacion demuestra que ratones deficientes de CPT1C padecen una

debilidad muscular severa y una actividad locomotora diaria disminuida. También se
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evaluaron los reflejos sensoriales y la funcion autonoma pero no se observd ninguna
alteracion de estos sistemas.

Si resulta sorprendente que las deficiencias motoras en ratones CPT1C KO estan
presentes en animales jovenes (6 semanas) y estas alteraciones incrementan
progresivamente con la edad. Ademas, los anlisis de la expresion de CPT1C en regiones
motoras cerebrales durante el desarrollo revelaron que los niveles de CPT1C eran bajos en
el nacimiento y luego incrementaron rapidamente, llegando a un pico en el dia 21,
coincidiendo con el dia de destete. Esta observacion sugiere que CPT1C puede tener un

papel clave en la funcién motora.

También en la misma publicacion (43), se muestra que la deficiencia motora y la
hipoactividad que causa una ausencia de CPT1C estan asociadas con los niveles de

ceramidas en distintas regiones cerebrales involucradas en la funcion motora.

Estas alteraciones en la funcion motora por parte de CPT1C han adquirido mayor
relevancia todavia cuando se ha descubierto que algunos miembros de tres generaciones de
una familia del sur de Italia con paraplejia espastica hereditaria, presentaban una mutacion
en el gen de la CPT1C (44). Dicha enfermedad afecta fundamentalmente a la funcion
motora con pardlisis progresiva de las extremidades inferiores y espasticidad. Esta
publicacion reciente de 2015 muestra el primer caso de una enfermedad humana

relacionada con una mutacion en el gen de la CPT1C.

Estos mismos autores también describen por primera vez una proteina que
interacciona con CPT1C: Atlastina-1 (44), una de las proteinas mas frecuentemente
mutadas en pacientes con paraplejia espastica hereditaria (45).

2.6 MADURACION DE ESPINAS DENDRITICAS Y COGNICION

Estudios en nuestro grupo, mediante cultivos primarios de neuronas hipocampales,
demostraron que los ratones deficientes de CPT1C tenian alterada la morfologia de las
espinas dendriticas ya que mostraban un incremento de las espinas inmaduras o filopodios
y una disminucion de las espinas maduras o en forma de seta (figura 10, A). Y lo que

resultdé mas interesante es que la sobre-expresién de CPT1C revertia el fenotipo inmaduro
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de las espinas dendriticas de los ratones KO de CPT1C indicando asi su rol en la
maduracion (46).
En concordancia con estos resultados, mediante el test del laberinto de agua de

Morris (Morris Water Maze, (MZM)), se demostro que los ratones CPT1C KO presentan

una deficiencia en el aprendizaje espacial (figura 10, B).

KO+ CPTIC

Figura 10. La CPT1C es necesaria para la maduracion de las espinas dendriticas y el aprendizaje
espacial. A). El tratamiento con miriocina de neuronas de ratones WT perturba la maduracion de las espinas
dendriticas, mientras que la administracion del andlogo de ceramida Cer-C6 revierte el fenotipo de espinas
inmaduras de los ratones CPT1C KO B). Los ratones CPT1C KO presentan déficits en el aprendizaje
espacial evaluado por el laberinto de agua de Morris (MWM). (Extraido de Carrasco et al., 2012).

2.7 CPT1C Y CANCER

Probablemente, la relacion entre CPT1C y cancer sea la razén que da sentido a este

trabajo y sobre la cual se haya edificado el proyecto que se detalla.

Actualmente no resulta complejo encontrar datos sobre CPT1C en humanos ya que
se han disefiado varios estudios; destaca especialmente el trabajo de Rinaldi vy
colaboradores en 2015 sobre la paraplejia espastica hereditaria en una familia italiana (44).
Hasta 2011 habia muy pocos estudios, se podria sefialar el de Roomets y colaboradores en
2008 (47) en el cual asociaban CPT1A y CPT1C con una retinopatia. Asi pues, fue en 2011
cuando un grupo canadiense dirigido por TW Mak y llevado a cabo por K Zaugg, entre
otros, descubrié que CPT1C humana promovia la supervivencia de las células cancerosas y
el crecimiento tumoral en condiciones de estrés metabolico (35). Analizaron tumores
humanos y observaron que los niveles de CPT1C estaban muy elevados, especialmente en

pacientes con cancer de pulmon.
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Un afio mas tarde, Reilly y colaboradores, que también habian participado en el
hallazgo anterior, publicaron que CPT1C se expresa en muchos tipos de tumores (48) tal y
como se muestra en el grafico siguiente (figura 11), donde destaca especialmente la alta
cantidad de RNA mensajero de CPT1C en tumores relacionados con el sistema nervioso
central y en sarcomas, es decir, en los tumores muy virulentos. Asi pues, desde 2011 se
sabe que CPT1C, ademas de expresarse en neuronas, se expresa también en una amplia

variedad de células tumorales.
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Figura 11. Niveles de expresion de mRNA de CPT1C. CPT1C se expresa en gran cantidad de tumores,
especialmente en los relacionados con sistema nervioso central, sarcomas y enfermedades de pulmon.
(Extraido de Reilly et. al., 2012)

En el primer estudio (35) Zaugg y colaboradores mostraron que la expresion de
CPT1C correlaciona inversamente con la activacion de mTOR y protege a las células

tumorales frente al tratamiento con rapamicina en tumores primarios murinos.

Por lo que se refiere a MCF-7, una linea tumoral de cancer de pecho humano,
observaron que sobre-expresar la CPT1C humana conllevaba un aumento de la oxidacion
de &cidos y de la produccion de ATP. Adicionalmente, esta sobre-expresion protegia las
células tumorales MCF-7 en situacion de estrés metabolico, como puede ser la ausencia de

glucosa o de oxigeno (hipoxia) tal y como indica la figura 12.
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Figura 12. Efecto protector de CPT1C. Comparacion de la proliferacion celular entre células MCF-7 y
células MCF-7 que sobre-expresan la CPT1C A) a lo largo de los dias en situacion de hipoxia y B) en
situacion de hipoglucemia. (Extraido de Zugg et. al., 2011)

A continuacion, corroboraron este mismo resultado mediante la inhibicion de
CPT1C con dos RNA de interferencia (siRNA) en la linea tumoral humana de cancer de
préstata PC3.

Por otro lado, concluyeron que cuando se inducia un estado de hipoxia o de
privacion de glucosa, incrementaba también la expresion de CPT1C, la cual estaria
regulada por AMPK (del inglés AMP-Activated Protein Kinase).

Todos estos datos muestran que CPT1C participa en un mecanismo novedoso y

distinto al descrito hasta el momento para conferir proteccion a las células tumorales.

3. CELULAS MADRE

3.1 ORIGENES

Hoy en dia, el término “stem cell” esta muy utilizado y resulta cotidiano cuando se
habla de células madre pero sus origenes datan de 1868 cuando el zo6logo aleman Ernst
Haeckel definié a los drganos unicelulares (o protozoos) que, segun él, eran los
antepasados filogenéticos de los organismos multicelulares, como “Stammzellen”. A lo
largo del siglo XIX este concepto fue evolucionando y hasta hace unos 35 afios era un

campo de investigacion interesante pero sin mayor trascendencia.
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La gran revolucion surgi6 en 1981 cuando se consiguio0 aislar y cultivar por primera
vez células madre embrionarias (ESC, del inglés Embryonic Stem Cell) a partir de la masa
celular interna del blastocisto de raton (49,50). Este es el punto en el cual se sentaron las
bases metodoldgicas que darian lugar al establecimiento de la primera linea celular humana
de ESC (51).

Durante los ultimos 15-20 afios, la investigacion en células madre no ha parado de
crecer, pero el gran hito llegd en 2007. Gracias a la identificacion de los principales genes
implicados en el mantenimiento de las caracteristicas de estas células, Takahashi genero
células pluripotentes similares a las ESC a partir de células diferenciadas somaticas
humanas sobre-expresando Unicamente cuatro factores de transcripcion (52). Estas nuevas
células se denominan células madre pluripotentes inducidas (iPS, del inglés Induced
Pluripotent Stem Cell).

Este trabajo llevado a cabo por Takahashi y dirigido por Shin’ya Yamanaka

culmino con el Premio Nobel de Fisiologia y Medicina en el 2012 para Yamanaka.

3.2 CARACTERISTICAS

Las células madre son células que estdn presentes en todos los organismos
multicelulares. Se definen en sus origenes como células indiferenciadas con capacidad
ilimitada de auto-renovacion, a lo largo de toda la vida del individuo, y que pueden
diferenciarse en una amplia gama de tipos celulares (53,54). Como todo concepto, va
sufriendo ligeras modificaciones a lo largo de los afios pero toda célula madre debe tener
capacidad de auto-renovarse. Si esta condicion no se cumple, ya no se considera célula
madre. En referencia a las células adultas, para ser considerada célula madre debe cumplir
estas cuatro caracteristicas:

1. Tiene que ser capaz de auto-renovarse. Al menos una de las células hija de la
célula madre sera una célula madre, de tal forma que el numero de células madre, a
lo largo de nuestra vida, mas o menos se mantiene constante. Lo que cambia con
los afios es su funcionalidad/actividad, ésta es la Unica caracteristica que comparte

con las células madre embrionarias.
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2. Tiene que ser capaz de mantener la homeostasis tisular. Tiene que haber un
equilibrio entre el nimero de células perdidas por los tejidos a lo largo del dia y las
células nuevas del tejido que se generan a partir de células madre. Existe una gran
cantidad de complejas rutas que modulan la diferenciacion (55-57).

3. Tiene que ser capaz de percibir un tejido dafiado y de repararlo. Debe reconocer
un dafo celular como un corte o herida en la piel y repararlo.

4. Tiene que ser capaz de adaptarse a cambios externos e internos. Debe tener

adaptabilidad a las situaciones nuevas como la aparicion de nuevos patogenos.

3.3 TIPOS

La clasificacion de las células madre se suele realizar en funcion de su potencial de

diferenciacion y/o en funcion de su origen.

3.3.1 CLASIFICACION EN FUNCION DE SU POTENCIAL DE DIFERENCIACION

A lo largo del proceso de diferenciacion, una célula madre va adquiriendo una
funcion especializada hasta alcanzar un estado diferenciado especifico y, por lo tanto,

pierde su capacidad de generar distintos tipos celulares.

Entonces, segun el potencial de diferenciacion se dividen, a grandes rasgos, en

totipotentes, pluripotentes, multipotentes o unipotentes.

Hay quien también utiliza el término oligopotente para referirse a células que se
diferencian a unos tipos celulares estrechamente relacionados (58) como, por ejemplo,
considerar las células mieloides y linfoides ya que solo se diferencian a un subconjunto de

células en particular (59) pero no se acostumbra a utilizar este término.

1. Totipotente: Puede generar cualquier célula diferenciada de las tres capas
germinales (ectodermo, mesodermo y endodermo) y tejidos extraembrionarios
como la placenta. Estrictamente, la Unica célula que se considera célula totipotente
es el zigoto (58) y, en todo caso, las primeras fases de division hasta tener 8-16
celulas (morula).
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2. Pluripotente: Generan células de las tres capas germinales pero no
extraembrionarias y no pueden dar lugar a un individuo completo. Basicamente, se
consideran células madre pluripotentes a las células madre embrionarias (ESC). En
realidad, hoy en dia, también podemos llamar pluripotentes a las iPS pero como ya
se ha detallado anteriormente son células pluripotentes inducidas, con lo cual, no lo
son de manera natural sino que son células diferenciadas somaticas reprogramadas.
En esta categoria también se puede incluir un tipo de células madre de la pulpa
dental descritas en 2012 (60) que, de manera natural, poseen las caracteristicas de
células pluripotentes. No son las Unicas células adultas con cualidades de
pluripotencia ya que también existen las VSEL (Very Small Embryonic-Like) (61)
o las MAPC (Multipotent Adult Progenitor Cells) (62), entre otras.

3. Multipotente: Estas células pueden diferenciarse a cualquier célula de su capa
germinal. Por ejemplo, las células madre hematopoyéticas son multipotentes ya que
pueden diferenciarse a cualquier célula madre sanguinea o las células madre
mesenquimales son multipotentes porque pueden dar lugar a osteoblastos,
adipocitos y condrocitos.

4. Unipotente: Solo puede diferenciarse en un unico tipo de célula concreto como las

celulas madre musculares (58).

3.3.2 CLASIFICACION EN FUNCION DE SU ORIGEN

Existe una gran diversidad de opiniones sobre la clasificacion en funcién del origen
de las células madre, generalmente se suelen dividir entre embrionarias (ESC), adultas
(ASC) o pluripotentes inducidas (iPS). Aun asi, hay bastantes autores que consideran que a
la hora de clasificarlas hay que categorizar en cinco apartados, ya que se incluirian en este
caso, por separado, las fetales y las perinatales.

Brevemente, las fetales tienen menor potencial de diferenciacion que las
embrionarias (ESC) y estan presentes durante el desarrollo fetal. Estas células madre
proceden del feto, se obtienen de embarazos interrumpidos y su aislamiento y utilizacién
depende de la regulacion de cada pais. Muchas lineas de células madre neuronales tienen
este origen y se han probado en ensayos clinicos (58).
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Se consideran perinatales las células madre presentes en tejidos extraembrionarios
que se forman durante el desarrollo del embrion, como serian el fluido amniotico, la
placenta y el cordon umbilical (58). En estos tejidos se han encontrado células con
cualidades parecidas a las células madre mesenquimales (MSC, del inglés Mesenchymal
Stem Cells) (63).

Si hacemos caso a la clasificacion mas clasica, tenemos:

1. Embrionarias (ESC): Las células madre embrionarias derivan de un estado
temprano del embrion. Cuando se fertiliza un évulo con un espermatozoide se
obtiene el zigoto. El zigoto se empieza a dividir aproximadamente 30 horas después
de ser fertilizado y el tercer o cuarto dia el embrion es una bola compacta de 12
células 0 més y pasa a denominarse morula. Cinco o seis dias después de la
fertilizacion y tras varios ciclos de division celular, la mérula empieza a
especializarse dando lugar a una esfera hueca de células llamada blastocisto (64),
este término se suele aplicar cuando contiene 64 células o0 mas. La capa externa del
blastocisto se llama trofoblasto y el cluster de células interno de la esfera se llama
masa celular interna. En este estado, hay unas 70 células trofobléasticas y unas 30
celulas en la masa celular interna. Estas células de la masa celular interna son las
conocidas como células madre embrionarias (ESC), las cuales son pluripotentes y
pueden dar lugar a las tres capas germinales (ectodermo, mesodermo y endodermo)
del embrion (58,65,66).

En 1998 Thomson y colaboradores descubrieron un método para mantener ESC
derivadas de la masa células interna de los blastocistos humanos in vitro, mediante
su cultivo sobre fibroblastos embrionarios de ratdn, a esta capa de células se la
conoce como “feeder-layer” (51). Este descubrimiento permitia estudiar farmacos,
evaluar el desarrollo de diferentes enfermedades o como modelo para regeneracion
tisular (67) pero tenia un gran inconveniente y es que requeria utilizar embriones
humanos.

Ademas de este gran obstaculo, presentaba otros distintos a tener en cuenta:

A) Limitada accesibilidad

B) El riesgo de formacién de teratomas

C) Obtener células diferenciadas a un linaje celular puro

D) Rechazo post-trasplante al ser un trasplante alogénico

E) Riesgo derivado del empleo de fuentes animales para su cultivo
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2.

Muchos grupos de investigacion enfocaron sus estudios en perfeccionar el
mantenimiento de ESC sin la necesidad de utilizar fuentes animales en los cultivos.
Las estrategias fueron o bien utilizar “feeder-layer” de origen humano (68-70) o

directamente emplear cultivos libres de “feeder-layer” (71-74).

Adultas (ASC): Las células madre adultas (ASC) son células indiferenciadas, auto-
renovables y capaces de diferenciarse a un determinado tipo de celulas. Se
localizan en varios tejidos del individuo a lo largo de su vida, participan en su
homeostasis, median el continuo reemplazamiento de células diferenciadas y se
mantienen quiescentes para responder a sefiales de lesion de tejido y asi poder
regenerarlo (75).

Las primeras ASC que se descubrieron fueron en 1968 por Friedenstein y
colaboradores (76), las cuales eran células mesenquimales de la médula 6sea que
eran capaces de diferenciarse a hueso. Hoy en dia, la médula 6sea es una de las
principales fuentes de obtencion de células madre adultas, dentro de la médula
encontramos dos tipos de ASC:

A) Hematopoyéticas: Capaces de generar todo tipo de células sanguineas.

B) Mesenquimales: Dan lugar a hueso, adipocito y cartilago (77)

Estas células madre mesenquimales han sido estudiadas en gran profundidad ya que
han generado mucho interés en el campo de la medicina regenerativa. Se sabe (77)
que se pueden movilizar a la circulacién y participar en la regeneracion de tejidos
tras producirse una lesién. La manera en que lo hacen suele ser diferenciandose a
células maduras o renovando las células madre del tejido, secretando factores que
inducen la proliferacién y/o diferenciacién de las células madre que residen en el
tejido, secretando factores anti-apoptéticos que favorecen la supervivencia de las
celulas dafiadas o bien regulando el sistema inmune alterando la produccion de
citoquinas.

Otra fuente importante de células madre adultas (ASC) es el tejido adiposo, donde
se encuentran también células madre mesenquimales. Estas poseen cualidades muy
similares a las MSC de la médula 6sea (78,79) y aunque muestran algunas
diferencias a las de la médula, el potencial clinico es similar (80).

A pesar de tener un potencial clinico similar si es cierto que, a nivel de

investigacion biomédica, las de tejido adiposo tienen algunas ventajas como que el
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tejido adiposo es muy abundante, puede ser obtenido en grandes cantidades a través
de un proceso quirdrgico simple con muy poco riesgo para el paciente, al poder
aislarse del propio individuo permite su trasplante autélogo y pueden ser cultivadas
y manipuladas de acuerdo a las guias de buenas practicas de fabricacion (GMP)
(81).

Aparte de médula 6sea y tejido adiposo, existen ASC en gran cantidad de tejidos
como cerebro, masculo, piel, cordon umbilical, pulpa dental, pancreas o intestino
(81,82). Conviene decir que estas células madre que se encuentran en distintos
tejidos se localizan en nichos que les proporcionan un microambiente especial para

su regulacion y su mantenimiento como célula madre (83,84).

Pluripotentes inducidas (iPS): Estas células son pluripotentes asi que pueden dar
lugar a cualquier célula del as tres capas germinales pero se obtienen a base de
reprogramar células diferenciadas obteniendo asi células muy similares a las ESC
(85), tan similares que se obtuvieron ratones viables derivados de células iPS
(86,87).

Esto se consiguio ya que tres afios antes, en el afio 2006, Takahashi y Yamanaka
identificaron cuatro factores transcripcionales (OCT3/4, SOX2, KLF4 y ¢c-MYC)
como los responsables del mantenimiento de las caracteristicas pluripotenciales de
las ESC. Ademas, introduciendo Unicamente estos cuatro en fibroblastos de raton
consiguieron establecer la primera linea celular pluripotente a partir de células
diferenciadas y convirtiéndose en las primeras iPS (88). Un afio después, se
consiguid generar células iPS humanas a partir de células somaticas maduras
(52,89). A lo largo de 2008 y 2009 ya se obtuvieron células iPS con Unicamente
uno o varios de los cuatro factores (90-92).

Debido a su gran posibilidad para evaluar enfermedades e incluso farmacos para
cada paciente posibilitando asi la medicina personalizada (esto no se puede realizar
con ESC), el avance de este campo ha sido espectacular. Sin embargo, también
tienen algunos problemas, como que ya se ha demostrado que pueden ser
rechazadas inmunoldgicamente (93), que su diferenciacion posterior es complicada

y existe riesgo de teratomas (94).
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3.4 CELULAS MADRE DE LA PULPA DENTAL

Debido a las ventajas expuestas en el apartado anterior, se han utilizado células
madre de la pulpa dental.

La pulpa dental es un tejido conectivo laxo que alberga varios tipos de células
madre. La comunidad cientifica considera que deben provenir de las células de la cresta
neural migratorias durante el desarrollo (95). Desde que se aislaron por primera vez en el
afio 2000 (96), se han descrito varios tipos de células madre adultas de los dientes: de la
pulpa dental (DPSC, del inglés Dental Pulp Stem Cells), de los dientes deciduos exfoliados
(SHEDs, del inglés Stem Cells from Human Exfoliated Decidious Teeth), del ligamento
periodontal (PDLSC, del inglés Periodontal Ligament Stem Cells), de las células
precursoras del foliculo dental (DFPCs, del inglés Dental Follicle Precursor Cells) y de la
papila apical (SCAPs, del inglés Stem Cells from Apical Papilla) (96-100).

Estas poblaciones de células madre post-natales poseen caracteristicas muy
similares a las células madre mesenquimales (MSC), como la diferenciacion a osteoblastos

o condroblastos.

Las DPSC se aislan con bastante éxito mediante digestion enzimética de la pulpa
dental y morfoldgicamente son muy parecidas a los fibroblastos y, comparadas con otras
células madre de los dientes, son bastante proliferativas. Poseen propiedades
Inmunosupresoras y expresan marcadores como CD73, CD44 o Stro-1 pero no expresan
CD24 ni CD34. Estas células representan menos del 1% del total de la poblacion celular

presente en la pulpa dental (101).

Este trabajo se ha llevado a cabo con estas células madre mesenquimales (DPSC).
Hasta hace poco se les llamaba asi porque se desconocian células madre en la pulpa dental
con mayor potencial pero, tal y como se comentard a continuacion, en 2012 se descubrié
un nuevo tipo que poseen cualidades de células pluripotentes (DPPSC). Asi pues,
actualmente, a las DPSC se les denomina también DPMSC (del inglés, Dental Pulp
Mesenchymal Stem Cells) para distinguir las clasicas mesenquimales/ multipotentes de las

“pluripotentes”.
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3.5 DENTAL PULP PLURIPOTENT-LIKE STEM CELLS

Si bien estas células solo se han utilizado en experimentos muy iniciales, creo que
merecen ser brevemente detalladas por ser las células madre de la pulpa dental con un

futuro més prometedor.

En 2012, Atari y colaboradores descubrieron una nueva poblacion de células madre
adultas llamadas DPPSC (del inglés Dental Pulp Pluripotent-like Stem Cells) (60). Estas
células se aislaron de la pulpa dental del tercer molar, expresan marcadores de
pluripotencia como OCT4, NANOG y SOX2 vy tienen caracteristicas de células

embrionarias, siendo pues capaces de diferenciarse a células de cualquier capa germinal.

Las DPPSC no son las primeras células madre adultas que se aislan que presentan
cualidades de pluripotentes. En este sentido, ya se han identificado varios tipos en los
ultimos afios. Algunos ejemplos serian las MIAMI (Marrow-Isolated Adult Multilineage
Inducible) (102), las VSEL (Very Small Embryonic-Like) (61), MAPC (Multipotent Adult
Progenitor Cells) (62) o las MPC (Mesodermal Progenitor Cells) (103).

Una de las principales ventajas de las DPPSC comparadas con otras células es que
el tercer molar (o muela del juicio) es una fuente de células muy accesible porque la
extraccion del diente es una técnica muy usual y, a menudo, estos dientes son considerados
como deshecho. Este diente es el Gltimo que se desarrolla en humanos y permite obtener
una gran cantidad de tejido de pulpa dental para el posterior aislamiento de células madre.
A diferencia de otras células madre, el porcentaje de DPPSC disminuye con la edad pero

siempre hay una poblacion celular suficiente, incluso en ancianos (60).

Si bien la obtencién y el aislamiento de las DPPSC es muy similar al de las
DPMSC, el medio de crecimiento de las DPPSC es mas complejo ya que requiere factores
de crecimiento como EGF, PDGF o LIF, entre otros. Ademas deben ser sembradas a una
densidad muy baja (80-100 células/cm?), siendo pues re-sembradas cada 36-48h (104)

Los factores que mantienen a las DPPSC en un estado de pluripotencia tan similar a
las ESC todavia son desconocidos y actualmente estdn en proceso de investigacion. A
pesar de ello, estan adquiriendo bastante importancia de cara a estudios de medicina
regenerativa y ya se han comparado estas DPPSC con otras fuentes de células madre. Se ha

demostrado que las DPPSC tienen mayor capacidad para generar células de hueso que las
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DPMSC (105) y, ademés, no se han observado alteraciones cromosomicas cuando las
DPPSC se han cultivado in vitro (60).

3.6 TERAPIA CELULAR Y MEDICINA REGENERATIVA

Los origenes de la terapia celular datan del siglo XVII cuando, entre 1656 y 1668,
aparecieron los primeros estudios sobre transfusion de sangre entre animales y seres
humanos. Estos hallazgos los llevaron a cabo los cientificos Richard Lower y Jean-Baptiste
Denys (106) y se considera la transfusion sanguinea como una manera de terapia celular.
Ya en 1912, el médico aleman Kuettner emple6 las primeras células no sanguineas,
concretamente, inyectd células tiroideas para tratar a nifios que padecian hipotiroidismo,

estableciendo asi las bases de la terapia celular.

A pesar de estos hechos, Paul Niehans es considerado como el padre de la terapia
celular por su descubrimiento en 1931. Este médico suizo disgrego en pequefos trozos la
glandula paratiroides extraida de un animal, mezcl6 los fragmentos en solucion salina y los
inyecto en el cuello de un paciente, consiguiendo la completa recuperacion de la glandula
paratiroides. De esta manera, demostré que era posible trasplantar células frescas para la

regeneracion tisular y recogid sus trabajos en un libro en 1960.

Gracias a la evolucion sobre los mecanismos responsables de la respuesta inmune,
hoy en dia, se extraen células madre autélogas y se trasplantan en el propio individuo sin

riesgo de rechazo inmunoldgico. Este es el gran avance de la terapia celular.

Asi pues, se puede definir la terapia celular como el proceso de introducir nuevas
células en un tejido para poder tratar una enfermedad. Es evidente que las células son la
herramienta clave de la medicina regenerativa, pero existe una gran variedad de fuentes
celulares y, para su aplicacion clinica, es importante considerar su origen. Asi pues, las
ESC vy las iPS tienen mayor potencial de diferenciacién que las células madre de otros
origenes, pero muestran mayor riesgo de formacién de teratomas y, ademas, las ESC solo

pueden utilizarse para trasplantes alogénicos (94).

Por lo que se refiere a la ingenieria de tejidos (o tisular), se define como el uso de

una combinacion de células, ingenieria, materiales y metodos para la fabricacion ex vivo de
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tejidos u oOrganos vivos que pueden ser implantados para mejorar o reemplazar las

funciones bioldgicas (107)

Los primeros avances datan de 1933 cuando Bisceglie demostré que con una
membrana de polimero era capaz de envolver células tumorales de raton con el fin de
protegerlas del ataque del sistema inmune al ser implantadas en un cerdo. El uso de
biomateriales para aplicarlos en medicina regenerativa empezé alrededor de 1980 cuando
se desarrollaron estructuras bidimensionales de colageno para el trasplante de injertos de
piel (108,109). Y el paso crucial fue el desarrollo de estructuras tridimensionales de
materiales biocompatibles, como los “scaffolds”, que permiten el crecimiento de un gran
namero de células, mejoran la resistencia e incorporan propiedades de reconocimiento

celular, dando lugar a la creacion de tejidos en tres dimensiones (110).

La medicina regenerativa es el proceso para reemplazar o regenerar las células con
el fin de recuperar la funcién perdida. Es importante considerar que esta amplia rama de la
biomedicina se basa en el empleo de los mismos mecanismos que el propio organismo
utiliza para su auto-reparacion. Asi pues, es de suma importancia conocer el proceso de
aislamiento y diferenciacion de las células madre, saber los mecanismos que median su

migracion y como se integran en los tejidos dafiados para recuperar su funcionalidad (111).

Como resumen, podemos afirmar que la medicina regenerativa hace uso de la
terapia celular y la ingenieria de tejidos con el objetivo de mejorar la calidad de vida del

paciente.

Recientemente, se han llevado a cabo ensayos clinicos para el tratamiento de
patologias mediante el trasplante de células madre. Por ejemplo, se han hecho ensayos para
la insuficiencia cardiaca con trasplantes alogénicos utilizando células madre fetales, para la
osteoartritis con células madre de la médula 6sea con trasplantes autélogos (112), incluso

para Parkinson procedentes también de la médula ésea con trasplantes autdlogos (113).

Una prueba del interés que suscita esta nueva rama de la medicina es el incremento

del nimero de publicaciones en la ultima década (figura 13).
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Figura 13. NOmero de publicaciones encontradas en PubMed introduciendo las palabras
“Regenerative Medicine”. Datos actualizados hasta Enero 2016

3.7 CANCER

El término “cancer” abarca un campo extremadamente amplio. Existen multitud de
grupos de investigacion enfocados a averiguar por qué se produce, cOmo, qué rutas se
activan, qué convierte una célula en célula tumoral, por qué un tipo de cancer se desarrolla
en un tejido especifico, cuéles son las causas de la metéastasis, qué tratamientos son
eficaces y podemos afiadir un largo etcétera. Asi pues, cualquier explicacion que aqui se

pueda detallar resultara simplista y poco profunda.

Lo unico que se pretende en este apartado es establecer una relacion entre las
células tumorales y las células madre. Esta relacion nos permitira entender por qué se ha
realizado este trabajo con células madre y por qué nos lo planteamos al inicio de este
bonito camino cuando Zaugg y colaboradores demostraron que la CPT1C promovia la
supervivencia tumoral en situacion de estrés metabdlico (35).

Podriamos definir el cancer como una enfermedad caracterizada por un crecimiento
anormal e incontrolado de las células de un tejido u 6rgano que modifican su metabolismo
y que pueden llegar a propagarse a otros Organos, a través del sistema linfatico y la

circulacion sanguinea, mediante un proceso conocido como metastasis.
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Los tipos de cancer mas frecuentes difieren muchos entre paises desarrollados y
paises en vias de desarrollo y entre hombres y mujeres (figura 14), pero los de mayor
incidencia a nivel mundial son el de pulmon, el de mama, el colorrectal, el de estomago y
el de préstata (114).
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Figura 14. Namero estimado (en millares) de nuevos casos (incidencias) y muertes (mortalidad)
regiones desarrolladas y/o envias desarrollo en el 2008 en A) Hombres y B) Mujeres. Extraido de Ferlay
et.al., 2008)

Su incidencia ha ido aumentando en los ultimos afios y seguira ascendiendo debido
al crecimiento de la poblacién mundial ya que, como dijo el cientifico Joan Massagué en

2013, “mientras haya vida, habré céncer, es el precio que pagamos por estar vivos™.

Esta transformacion de una célula sana a una célula tumoral es debida al resultado
de la interaccion entre factores genéticos y factores ambientales (115), tales como la
radiacion ultravioleta, la exposicién a agentes toxicos, el tabaco o algunas infecciones

viricas. Esta transformacion es conocida como carcinogénesis.
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3.8 CARCINOGENESIS

La carcinogénesis se define como un proceso escalonado durante el cual las células
experimentan profundos cambios (tanto metabolicos como de comportamiento) que
conducen a una proliferacion excesiva permitiéndoles escapar de la accion del sistema

inmune y finalmente invadir tejidos distantes para formar metastasis (116).

Como ya se ha descrito anteriormente, existe una gran variedad de razones por las
cuales se puede producir este fendmeno. A continuacion, se detallan las caracteristicas mas

comunes (117):

Mantenimiento de una sefial proliferativa

Evasion de los mecanismos supresores del crecimiento
Resistencia a la muerte celular

Inmortalidad replicativa

Induccion de la angiogénesis

Activacion de su capacidad de invasion y metastasis
Reprogramacion del metabolismo energético

Capacidad de evadir su destruccion por el sistema inmune

© ©® N o g B~ w DR

Inestabilidad genémica e incremento de las tasas de mutacion.

10. Induccidn de procesos inflamatorios.

En la figura 15 se detallan posibles maneras de afrontar estos procesos, los cuales

fueron recogidos por Hanahan y Weinberg en 2011 (117).
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Figura 15. Caracteristicas de las células cancerosas. Se muestran redondeadas y recuadradas las posibles
estrategias para suprimir estos procesos. (Extraido de Hanahan and Weinberg, 2011).

<

Cabe destacar que, a la dificultad que supone comprender el metabolismo de las
células cancerosas, se afiade otro hecho méas complejo; las células sanas asociadas al tumor

adquieren unos rasgos distintivos creando asi un “microambiente tumoral” (117).

3.9 CELULAS MADRE CANCERIGENAS

Existen multitud de evidencias que indican que la mayoria de los canceres, si no
todos, dependen de una pequefia poblacion de células denominadas células madre
cancerigenas (CSC, del inglés Cancer Stem Cells). Estas son las responsables del continuo
crecimiento y expansion del tumor. En consecuencia, se ha postulado que los tumores
pueden originarse a partir de la transformacién maligna de células individuales de la

poblacién de células madre del organismo (118).

Los avances en el estudio de las CSC han demostrado que éstas y las células madre

poseen muchas similitudes.

Una de ellas es que muestran una capacidad de renovacion ilimitada, la cual las

hace practicamente inmortales. A nivel molecular, en las CSC se han descrito varias rutas
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de sefalizacion similares a las células madre, como las rutas Wnt, Notch o Hh (118-120).
Otra de las similitudes es que ambos tipos de células se dividen de manera que aseguran su
auto-renovacion, es decir, tanto pueden diferenciarse a una celula en concreto y generar
otra idéntica a si misma o bien generar dos idénticas (121). Hay que tener en cuenta que,
mientras las células madre, al diferenciarse, generan una progenie normal, las CSC se
diferencian anormalmente (118), dando lugar a cualquier célula tumoral. Esta nueva célula
tumoral tiene una capacidad limitada o nula de auto-renovacion y se acabara deteniendo su

proliferacion o bien morira (119,120).

Las CSC también pueden mantenerse en estado de quiescencia (118,120). En un
tejido sano, las ASC pueden permanecer quiescentes pero, si lo consideran oportuno,
pueden salir de este estado, expandirse con rapidez y diferenciarse. La capacidad de las
CSC para permanecer en un estado de quiescente podria explicar que canceres como el de
mama o el de colon puedan recurrir incluso una década después del tratamiento inicial
(122)

Adicionalmente, también se ha demostrado que ambos tipos celulares tienen una

alta capacidad de reparacion del ADN vy son resistentes a la apoptosis (118,119).

Para finalizar este capitulo, es interesante mencionar que ya es posible aislar y
caracterizar CSC. A través de ensayos funcionales, métodos de tincion o marcadores de

superficie especificos se consiguen aislar.

Existe una gran variedad de marcadores segun el tejido cancerigeno y algunos
como el colon estdn ampliamente descritos (123). En los tumores en general, uno de los
marcadores mas utilizados para identificar poblaciones enriquecidas en CSC es el CD133.
Se trata de una glicoproteina transmembrana de la cual no se conoce su funcion fisioldgica
pero se cree que esta implicada en la organizacion de la membrana plasmaética (123). Otro

marcador frecuentemente utilizado es el CD44 (124).

Habitualmente, para el correcto aislamiento de CSC se recurre al estudio de més de
un biomarcador, lo que permite una mayor seleccion de esta poblacion de células dentro
del conjunto celular que constituye el tumor. Asi pues, para cada tipo tumoral se emplean

diferentes combinaciones de biomarcadores.

1. Leucemia: CD34+/CD38-(125)
2. Melanoma: CD133+/CD20+ (126)
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3. Pancreas: CD24+/CD44+/CD326+ (127)
4. Ovario y prostata: CD44+/CD24- (128,129)

4. METABOLISMO DE LAS CELULAS MADRE

Tal y como se ha visto en la seccion anterior, los estudios en medicina regenerativa
avanzan a un ritmo muy elevado como consecuencia del enorme interés que supone para la

regeneracion de tejidos y, en consecuencia, para el tratamiento de algunas enfermedades.

Esto conlleva implicito el estudio del metabolismo celular de las células madre, el

cual resulta fundamental para averiguar su funcionamiento y hacer un uso adecuado.

A diferencia de otros tipos celulares, el conocimiento sobre el metabolismo de las
células madre es limitado. Ademas, no se comportan todas iguales, es decir, el
metabolismo de una célula pluripotente y una célula mesenquimal diferenciada a
osteoblasto resulta radicalmente distinto con lo cual cada tipo de célula madre y cada
diferenciacion requiere un estudio personalizado y profundo.

Cierto es que se ha avanzado en este campo y que no es totalmente desconocido.
Por ejemplo, se han hecho muchos pasos en la fertilizacién in vitro (FIV). Durante la
década de los 60 y los 70 la comprensién del metabolismo de las ESC permiti6 el cultivo y
desarrollo de blastocistos in vitro y a inicios de los 80 estos ensayos ya se empezaban a
llevar a cabo a diario. A dia de hoy, es una técnica ampliamente utilizada y con mejoras

constantes posibilitando un aumento en el nimero de embarazos.

Otro ejemplo mas reciente es el que descubri6 Tohyama y colaboradores en 2013
(130). Ellos demostraron que era posible producir cardiomiocitos humanos funcionales a
partir de ESC humanas cambiando la fuente primaria de carbono en el medio de
crecimiento de glucosa a lactato. De esta manera, se puede obtener una gran fuente de

células que servirian en el futuro para tratar enfermedades degenerativas de corazon.

A continuacion, se detalla el metabolismo de las células totipotentes, pluripotentes
y mesenquimales. Se podria abarcar también otros tipos de células multipotentes pero se

centrara Gnicamente en mesenquimales ya que es el tipo celular utilizado en este trabajo.
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4.1 METABOLISMO CELULAR DE LAS CELULAS TOTIPOTENTES

El metabolismo de las ceélulas totipotentes estd altamente controlado por las
enzimas limitantes de la glucdlisis, la hexoquinasa (HK) y la fosfofructoquinasa 1 (PFK1).
Asi pues, inicialmente (dias en que la célula esta en estado de totipotencia) la glucdlisis

estd disminuida (131), como se muestra en la figura 16 (132).
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Figura 16. Metabolismo de las células madre totipotentes. (Extraido de Shyh-Chang et.al., 2013)

Entonces, en lugar de glucosa, las Unicas fuentes de energia que utilizan las células
totipotentes son el piruvato y el lactato. Este hecho no resulta sorprendente ya que las
células germinales, 6vulos y espermatozoides, utilizan fundamentalmente el piruvato y el
lactato. Méas exactamente, el piruvato secretado por las células del foliculo ovarico y el

lactato secretado por las células testiculares de Sertoli. Las ventajas del porqué las
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totipotentes tienen preferencia por el piruvato son desconocidas pero si es cierto que hasta
que la célula no evoluciona a mérula, la tasa glucolitica es muy baja (133).

De esta manera, la oxidacion de piruvato en la mitocondria suministra Acetil-CoA

para el ciclo de Krebs, el cual genera intermediarios para la fosforilacion oxidativa.

A pesar de la preferencia por la oxidacion del piruvato, el consumo de oxigeno de
las células totipotentes es muy bajo, consistente con el hecho que las mitocondrias de estas
células son estructuralmente inmaduras. Ademas, los niveles totales de ATP y el ratio
ATP/ADP es alto inicialmente en las totipotentes pero decrecen linealmente con el
desarrollo (figura 16), mientras que el ratio NADH/NAD" se mantiene siempre alto (134).
Teniendo en cuenta que el ATP es un potente inhibidor alostérico de la PFK1, este
decremento del ATP podria explicar la activacion de la glucdlisis cuando la célula llega al
estado de blastocisto (135).

4.2 METABOLISMO CELULAR DE LAS CELULAS PLURIPOTENTES

Durante el desarrollo de morula a blastocisto, las células se convierten en
pluripotentes, lo cual conlleva un aumento drastico de la actividad metabdlica y, mas
precisamente, de la degradacion de la glucosa aumentando la expresion de los
transportadores de glucosa GLUT1 y GLUTS3 (figura 17) (136). Debido al aumento del

flujo glucolitico aumenta la sintesis de lactato (133).

Tanto las tasas oxidativas como el consumo de oxigeno de los blastocistos aumenta,
si bien este incremento es debido a las mitocondrias del trofoectodermo que tienen un alto
potencial de membrana. En cambio, las mitocondrias de la masa celular interna (MCI)
tienen un potencial de membrana bajo (137). De acuerdo con este bajo potencial, las
células madre embrionarias pluripotentes (ESC) derivadas del cultivo in vitro de la MCI

muestran altas tasas glucoliticas (138,139).
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Figura 17. Metabolismo de las células madre pluripotentes. (Extraido de Shyh-Chang et.al., 2013)

También se ha observado un “switch” metabolico de fosforilacion oxidativa a
glucdlisis durante la conversion de células diferenciadas a células pluripotentes inducidas
(iPS) (140). Este aumento de la glucdlisis precede la activacion de marcadores de
pluripotencia (141). Asi pues, podemos concluir que cuando se promueve la glucdlisis
incrementa la reprogramacién de las iPS, mientras que inhibir farmacologicamente la

glucdlisis o estimular la fosforilacion oxidativa reduce dicha reprogramacién (140).

En el efecto Warburg, las células cancerigenas también dan preferencia a la
glucdlisis respecto a la fosforilacion oxidativa y desvian los intermediarios glucoliticos a
aminoacidos, lipidos y sintesis de nucle6tidos para proliferacion celular (142). De manera
similar, las ESC de ratdn tienen aumentada la via metabolica de las pentosas fosfato (PPP,
del inglés Pentose Phosphate Pathway), lo cual permite una sintesis rapida de nucle6tidos.
Asi pues, dicha ruta es una caracteristica comun del metabolismo de las ESC y las células

cancerigenas.
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4.3 METABOLISMO CELULAR DE LAS CELULAS MESENQUIMALES

Cuando las ESC (células pluripotentes) se diferencian, el flujo glucolitico
disminuye considerablemente y también la via de las pentosas fosfato (143). Asi pues,
incrementa la fosforilacion oxidativa (144). A partir de entonces ya se producen las células
multipotentes, las cuales, a diferencia de las ESC, permanecen en estado de quiescencia

hasta que reciban una sefial para proceder a diferenciarse.

Las MSC residen en ambientes (nichos) hipdxicos in vivo y se caracterizan por ser

glucoliticas, aunque no son tan glucoliticas como las embrionarias (pluripotentes).

Cuando se expanden las MSC (en condiciones de normoxia) son capaces de
realizar la fosforilacion oxidativa con un alto consumo de oxigeno, sugiriendo que la
glucdlisis es una adaptacion que han hecho las MSC en condiciones donde el oxigeno
escasea, dado que en hipoxia realizan mas la glucdlisis que en normoxia (145). En
realidad, la proliferacion de las MSC incrementa significativamente en normoxia (146).
Esta adaptacion que han hecho las MSC para poder realizar la fosforilacion oxidativa en
normoxia tiene un inconveniente considerable, y es que muestran incrementada de tres a
cuatro veces la senescencia, sugiriendo que la glucolisis inducida por la hipoxia permite
prevenir la senescencia inducida por estrés oxidativo y, en consecuencia, pueden mantener

a largo plazo la auto-renovacion (146).

También resulta interesante tener en cuenta que en 2013 un grupo de investigadores
finlandeses demostraron que HIF-1a (Hypoxia Inducible Factor-1a) esta sobre-expresado
en situacion de normoxia en hMSC (147). Dicho factor es el factor de transcripcion
responsable de la induccion de genes que facilitan la adaptacion y supervivencia de células
y/organismo en el paso de normoxia a hipoxia (148-150). En consecuencia, este grupo
finlandés sugiere que este hecho, junto con su disminucion en la expresion cuando las
MSC se diferencian a osteoblastos, podria ser beneficioso en retener la multipotencia.
Ademas, consideran que el aumento de HIF-1a en normoxia puede ser lo que mantiene la
glucolisis y la expresion de genes glucoliticos (147), sugiriendo que el metabolismo en

normoxia e hipoxia podria ser intercambiable.

En referencia a las posibles rutas de diferenciacion de las MSC, los pre-adipocitos
activan un sistema lipogénico en el cual la enzima ATP citrato liasa (ACL) incrementa el

metabolismo de la glucosa y sintetiza lipidos para el almacenamiento de grasas (figura 18
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A, B). Los adipocitos también dependen de la ACL para incrementar el suministro de
acetil-CoA vy, en consecuencia, aumentar la acetilacion de las histonas durante la

adipogenesis (Figura 18, B, C).

Como se puede visualizar en la figura 18, durante la adipogénesis incrementa la
fosforilacion oxidativa y las especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés Reactive
Oxygen Species). EI ROS enddgeno que se genera debido a la cadena de transporte
electrénico es necesario para iniciar la adipogénesis, lo cual demuestra que la fosforilacion
oxidativa y ROS no son una consecuencia de la adipogénesis sino la causa del proceso
(151).
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Figura 18. Metabolismo de las células madre mesenquimales. (Extraido de Shyh-Chang et.al., 2013)

De manera parecida, la osteogénesis de las MSC conlleva un incremento de la
fosforilacion oxidativa (152) aunque, a diferencia de los adipocitos, para diferenciarse las
MSC a osteoblastos no puede haber ROS (figura 18, D). De hecho, las enzimas
antioxidantes superoxido dismutasa y catalasa estan simultaneamente aumentadas para

prevenir la acumulacion de ROS (152).

En contraste con la adipogénesis y la osteogenesis, en el proceso de condrdgenesis
las MSC reducen significativamente el consumo de oxigeno y la fosforilacion oxidativa,
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indicando un aumento de la glucélisis (figura 18, E) (145). Pattappa y colaboradores
también observaron que mientras la hipoxia inhibe la osteogénesis, la condrogénesis no se
ve afectada (146).

Como conclusion, podemos decir que estos estudios demuestran que una
manipulacion cuidadosa del metabolismo oxidativo puede dirigir la diferenciacion de las

MSC a adipocitos, osteoblastos o condrocitos.

A continuacion, y de acuerdo con el metabolismo de las células madre, se trataran
los cuerpos lipidicos y la autofagia, a menudo relacionados entre si, pues son dos
conceptos importantes en los resultados de esta tesis.

4.4 CUERPOS LIPIDICOS

El metabolismo lipidico se lleva a cabo principalmente en el reticulo
endoplasmatico (RE), donde residen muchas de las enzimas implicadas. Dentro del RE,
existen tres tipos de lipidos complejos: los esfingolipidos, los fosfolipidos anfifilicos y los
lipidos neutros, como triacilgliceroles y ésteres de colesterol. Los esfingolipidos se
sintetizan basicamente en el aparato de Golgi, pero las ceramidas (estructura basica de los
esfingolipidos) se sintetizan también en el reticulo. Los fosfolipidos son esenciales para el
ensamblaje de membranas y de vesiculas de transporte de proteinas, mientras que los
triglicéridos y ésteres de colesterol son almacenes del exceso de &cidos grasos y colesterol.
Debido a que son hidrofébicos se guardan en forma de cuerpos lipidicos (LD, del inglés
Lipid Droplets) (153,154).

Cabe destacar que los cuerpos lipidicos son depdsitos intracelulares de ésteres
lipidicos envueltos por una monocapa de fosfolipidos y separados del medio hidrofilico

citosélico por un recubrimiento de proteinas estructurales (figura 19).

Hasta hace un tiempo, la comunidad cientifica creia que eran reservas inertes y que
simplemente almacenaban grasas. Con el paso de los afios, se ha observado que tienen una
alta actividad metabolica y es tal la relevancia, que, debido a su naturaleza dinamica y
multifuncional, ya hay autores que consideran estas entidades como organulos

intracelulares (155,156). Ademas, como muchos otros organulos, los LD interaccionan de
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forma regulada con otros compartimentos intracelulares, probablemente para
proporcionarles lipidos especificos para sus membranas y para adaptarse a cambios en el
entorno celular (157,158).
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Figura 19. Composicién de los cuerpos lipidicos e interaccidn con otros organulos celulares.

Un aspecto interesante de los cuerpos lipidicos es que no solo se saben sus
funciones principales, como la de metabolizar lipidos o la de suministrar lipidos de
membrana, sino que se han identificado funciones adicionales y se ha descrito su proceso
de formacion. Méas exactamente, Kassan y colaboradores describieron que en determinados
puntos del RE se aprecian cuerpos lipidicos que se estdn formando y tienen aspecto de
pequefias protuberancias en la bicapa lipidica. En consecuencia, si aumenta la
concentracion de lipidos en la célula, éstos iran rapidamente a esos puntos para ser
almacenados de la manera mas segura posible que sera en forma de cuerpos lipidicos
(159). Esta es la explicacién mas aceptada por la comunidad cientifica pero la formacion
de los LD sigue generando cierta controversia.

Por lo que se refiere a la estructura de los cuerpos lipidicos, son moléculas
generalmente circulares, cuyos diametros oscilan entre 0.1 y 5 um en no-adipocitos, pero
pueden llegar a superar los 100 um en adipocitos blancos, aunque en éstos hay menor

cantidad.

La superficie de los LD esta bastante descrita y es sabido que no es una membrana

convencional sino una monocapa de fosfolipidos, donde se incluyen la fosfatidilcolina, la
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fosfatidiletanolamina, el fosfatidilinositol, la lisofosfatidilcolina y la
lisofosfatidiletanolamina (156). También hay quien sugiere que hay colesterol libre en esta

capa y que no es descartable que incluso haya en el interior.

En cambio, el contenido interno ya es mas variable. En adipocitos blancos,
predominan los triglicéridos, pero en la mayoria de tipos celulares, los triglicéridos y los

ésteres de colesterol coexisten en varios ratios.

La primera proteina que se descubri6 en los cuerpos lipidicos fue la perilipina, una
proteina situada en la monocapa de fosfolipidos que regula la lipdlisis en respuesta a
hormonas en adipocitos blancos, inhibiendo la lipolisis basal y activandola al ser

fosforilada por la quinasa PKA.

La lipolisis consiste en la hidrolisis de los triacilglicéridos hasta generar acidos
grasos libres y glicerol. La enzima limitante que regula este proceso es la lipasa ATGL
(del inglés Adipose Triglyceride Lipase), que cataliza la conversion de triacilgliceroles a
diacilgliceroles y libera un acido graso. Entonces interviene la lipasa HSL (del inglés

Hormone-Sensitive Lipase) que hidroliza los diacilgliceroles.

Ademas, estd demostrado que la deplecion de ATGL en ratones provoca la
acumulacién de cuerpos lipidicos en practicamente todos los tejidos, especialmente en
aquellos méas oxidativos (160). También se ha demostrado que su deplecion o su sobre-
expresion, reducen o incrementan, respectivamente, el tamafio de los cuerpos lipidicos en

celulas en cultivo (161).

4.5 AUTOFAGIA

La autofagia, se puede definir como un proceso de “auto-alimentacion” que implica
la liberacién de material citoplasmatico en el lisosoma para su posterior degradacion (162).
En funcién de cémo se produce dicha liberacion en el lisosoma se distinguen tres tipos de
autofagia denominadas macroautofagia, microautofagia y autofagia mediada por
chaperonas (162,163). Debido a que se ha observado que la macroautofagia es la via mejor
regulada (162) y mejor caracterizada, de aqui en adelante nos referiremos a la
macroautofagia como autofagia. Asi pues, este proceso se define como el secuestro del

citoplasma en una vesicula citosdlica de doble membrana denominada autofagosoma, que
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posteriormente se fusionara con un lisosoma para formar un autofagolisosoma (162).
Dentro de los autofagolisosomas (o autolisosomas), las hidrolasas lisosomales degradan el
material secuestrado para producir aminoacidos esenciales y acidos grasos, que se utilizan
para sintetizar proteina o ser oxidados para generar ATP para la supervivencia celular
(figura 20).

¢Coémo sé forman los autofagosomas? Esta es una pregunta que se realiza la
comunidad cientifica pero a dia de hoy ain no se conoce bien. Hay gran controversia
debido a que tras 50 afios de investigacion se desconoce el origen de la membrana que dara
lugar a los autofagosomas y es considerado como un proceso bastante complejo (162,164).
Sin embargo, si es conocido que en ausencia de nutrientes hay un incremento muy elevado
de membranas autofégicas, de manera que la célula debe tener una alta capacidad para

movilizar una cantidad sustancial de membrana para crear autofagosomas.

Estd emergiendo un consenso en células mamiferas, que considera que la
membrana del autofagosoma se origina a partir de las membranas del reticulo
endoplasmatico (RE), aungue las pruebas demuestran que bastantes compartimentos
celulares, como el aparato de Golgi, la membrana plasméatica y las mitocondrias,
contribuyen a la expansion del autofagosoma naciente. Ultimamente también se esta
aceptando la idea que considera que el origen de la membrana del autofagosoma,
denominada membrana de aislamiento (o fag6foro), nace en la interfase RE-mitocondria
(MAM, del inglés Mitochondria-associated membranes) y que el Golgi, la membrana
plasmética y los endosomas son importantes para la expansion de la estructura inicial
(164).
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Figura 20. Diagrama esquematico de los pasos de la autofagia. (Extraido de Meléndez and Levine, 2009)
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La autofagia es un proceso que tiene tres funciones principales:

1. Generar energia para la célula en situacion de inanicion (165).

2. Degradar componentes celulares (normales o defectuosos), los cuales pueden ser
posteriormente reciclados (166).

3. Inducir una respuesta al estrés celular producido por agentes quimicos y/o fisicos
que causan dafos subcelulares, como por ejemplo agentes infecciosos, hipoxia o

inflamacion (167).

Este sofisticado proceso de autofagia esta regulado por unos genes llamados “genes
asociados a la autofagia (ATG, del inglés Autophagy-related Genes). Entre estos 35 genes
ATG, estudios pioneros en levaduras indicaron que 15 son necesarios para las funciones
basicas de la autofagia mientras otros tienen roles méas particulares (168). Ya se han

identificado algunos homologos de estos genes (unos 15) en mamiferos (169,170).

Dos genes muy importantes y de los mas estudiados son atg8 y atg4. Sus genes
equivalentes (son varios) en mamiferos codifican para Ic3 (microtubule-associated protein
light chain 3) y atg4b, respectivamente (169). La proteina LC3 padece inmediatamente una
modificacion post-traduccional mediada por la actividad proteasa cisteina de una
autophagina y se forma LC3-I, una proteina soluble localizada en el citosol. Cuando se
induce la autofagia, LC3-1 es lipidada mediante la adicion de fosfatidiletanolamina (PE, del
inglés phosphatidylethanolamine) para formar LC3-11 y ésta pueda asociarse en la
membrana del fagoforo, que es el fragmento emergente de membrana inicial que reconoce
a las moléculas u organulos que van a ser degradados (figura 21) (171). Una vez se ha
generado el autofagosoma y durante la fusion con la membrana del lisosoma, la parte de
LC3-1l que queda situada en la cara externa de la membrana se recicla mediante la accién
de otra autophagina. El resto de LC3-1l que estaba en la cara interna de la membrana del

autofagosoma permanecera dentro (171).

Es por ello que LC3-1I (o el ratio entre LC3-1 y LC3-I1) se utiliza para estudiar

tanto la cantidad de autofagosomas presentes en una célula como los flujos de autofagia.
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1. INDUCTION

2. NUCLEATION AND PHAGOPHORE FORMATION
3. PHAGOPHORE EXPANSION

4. CARGO SELECTION AND PACKAGING

5. AUTOPHAGOSOME COMPLETION

6. DELIVERY AND FUSION
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Figura 21. Esquema donde se representa la (macro)autofagia con el proceso de conversion de LC3-1 a
LC3-11, la microautofagia y la autofagia mediada por chaperonas. (Extraido de Mijaljica et. al.,2011).
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CAPITULO 2

HIPOTESIS
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Dada la alta similitud entre células tumorales y células madre, se han disefiado las dos
hipétesis que se plantean a continuacion relacionadas con el rol de CPT1C.

> Hipotesis 1: CPT1C se expresa en células madre y ejerce un papel protector en

situacion de estrés metabolico.

> Hipotesis 2: CPT1C ejerce dicha proteccion ya que proporciona a las células madre
una mayor capacidad oxidativa de acidos grasos tal y como ocurre en células

tumorales.
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CAPITULO 3

OBJETIVOS
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Los objetivos de este trabajo son:

1. Averiguar si CPT1C se expresa en células madre

2. En caso que se cumpla el objetivo anterior, verificar si CPT1C protege a las células

madre en situacion de estrés metabolico.
3. En caso que se cumpla el objetivo anterior, identificar el mecanismo a través del

cual CPT1C protege a las células madre y, en consecuencia, promueve la

supervivencia celular
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CAPITULO 4

MATERIALES Y METODOS
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1. BIOLOGIA MOLECULAR

En esta tesis se han llevado a cabo métodos de trabajo con DNA, RNA y proteina
que nos han permitido obtener vectores plasmidicos recombinantes y analizar la expresion
génica y proteica de células en cultivo. En este apartado también se incluyen los métodos

de trabajo con bacterias realizados para la obtencion de dichos vectores.

1.1 OBTENCION DE VECTORES VIRICOS RECOMBINANTES

VECTORES PLASMIDICOS

Los vectores plasmidicos usados para las estrategias de clonaje y posterior
produccion de lentivirus han sido: 1) pWPI para la sobre-expresion de CPT1C y 2)
pLVTHM para el silenciamiento de CPT1C humana mediante RNA de interferencia
(shRNA) (figura 22).

El plasmido pWPI, utilizado para la sobre-expresién de CPT1C, es un vector de
transferencia lentiviral de segunda generacion bicistronico que permite la expresion
simultanea de un transgén y un marcador, GFP, para facilitar el seguimiento de las células
transducidas. EI cDNA de GFP que contiene esta situado corriente abajo del EMCV IRES
(Addgene plasmid # 12254).

El plasmido pLVTHM es el vector en el que se ha clonado la secuencia de
silenciamiento de CPT1C humana entre las dianas de restriccion Mlul-Clal (Addgene
plasmid # 12247).

Ambos vectores han sido cedidos a Addgene por el Laboratorio Trono. Son
vectores dirigidos a la expresion en mamifero, de tipo lentiviral y Cre/Lox. Ambos
contienen el gen de resistencia a ampicilina para la seleccion en bacterias y éstas los

generan en namero alto de copias (figura 22).

Descripciones simples de los distintos componentes de los vectores se pueden

encontrar en la siguiente tabla (tabla 1).
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Componente Descripcion

5'LTR Repeticion larga en la terminacion 5’, contiene las regiones reguladoras cis que reclutan
proteinas que promueven la transcripcion de la longitud completa del lentivirus.
Secuencias aqui facilitan la integracion proviral en el genoma huésped. Una LTR en 5'
intacta indica que este es un plasmido de transferencia segunda generacion

Psi Secuencia que facilita el empaquetamiento del RNA lentiviral

RRE Elemento de respuesta a Rev: secuencia a la que la proteina Rev se une para facilitar la
exportacion nuclear de ARN viral

EFla Promotor para el factor de elongacion la: utilizado para la expresion de un gen
marcador tal como GFP

cPPT Polipurina tracto central: permite la importacion nuclear de lentivirus en células
huésped

WPRE Elemento de respuesta post-transcripcional del virus de la hepatitis de marmota:

aumenta la expresion de shRNA

TetO Sitio de union para la proteina represora tet, que se puede utilizar para activar o
desactivar la expresion de shRNA

H1 Promotor de la histona H1 utilizado para conducir la expresion shRNA

LoxP Sitio que se recombina por la recombinasa Cre con el fin de eliminar condicionalmente
los provirus de lentivirus del genoma del huésped después de la infeccion con y la
incorporacion éxito

3’LTR/SIN LTR en 3 'con una gran delecion en la region U3, que hace que la replicacion del virus
incompetente

Tabla 1. Breve descripcion de los principales componentes de los vectores pWPIly pLVTHM.

Cabe remarcar que para la sobre-expresion de CPT1C se utiliz6 un plasmido ya
construido previamente que sobre-expresa la CPT1C de ratdn, obtenida a partir del RNA
de hipotalamo (tesis Dra. Macarena Pozo, 2015). La forma murina presumiblemente debe

tener la misma funcionalidad que la CPT1C humana.

En cambio, se disefid y se construyd un plasmido de silenciamiento de la CPT1C
humana especifico para este trabajo ya que el de silenciamiento de ratén no silencia la

forma humana.
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Figura 22. Esqueleto de los vectores pWPI i pLVTHM

1.1.1 OBTENCION DE pLVTHM-shCPT1C HUMANA

Para la obtencion del vector de silenciamiento de CPT1C humana, pLVTHM-

CPTL1C se siguio la siguiente estrategia de clonaje:

1) Secuencia del ShRNA

Para silenciar la CPT1C humana se utilizaron como secuencias las unicas descritas
hasta la fecha (35), las cuales son capaces de silenciar el gen en células en cultivo.
Unicamente estos autores han publicado su inhibicion y fue en células tumorales (MCF7

de cancer de pecho y PC3 de cancer de prostata).

Dado de que no sabiamos si una, las dos secuencias de ShRNA (short hairpin RNA)

gue emplearon o ninguna era viable en células madre, hicimos los ensayos con las dos para

83



averiguarlo, la cuales eran las siguientes (azul: secuencia diana, verde: dianas de

restriccion de Miul y Clal).

shRNA 1: 5'-GAAAUCCGCUGAUGGUGAA-3'

5’ CCCCGAAATCCGCTGATGGTGAATTCAAGAGA TTCACCATCAGCGGATTTC TTTTT GGAA AT 3’

3 GGGG CTTTAGGCGACTACCACTT AAGTTCTCT AAGTGGTAGTCGCCTAAAG AAAAA CCTT 5’

shRNA 2: 5'-GACAAAUCCUUCACCCUAA-3'

5’ CCCC GACAAATCCTTCACCCTAA TTCAAGAGA TTAGGGTGAAGGATTTGTC TTTTT GGAA 3’

3 GGGG CTGTTTAGGAAGTGGGATT AAGTTCTCT AATCCCACTTCCTAAACAG AAAAA CCTT 5’

2) Hibridacion de los oligonucleétidos del DNA

La hibridacion de los oligonucle6tidos se realiz6 de la siguiente manera:

A) Resuspension de los oligonucledtidos en agua mQ autoclavada a 3mg/mL

B) Aiiadir en un tubo de PCR, por parejas, 1 pL de forward y 1 uL de reverse.

C) Afadir 48 pL de tampdn de hibridacion autoclavado: 100 mM NaCl, 50 mM HEPES
pH 7.4

D) Reaccion en termociclador:

PCR
952C, 4 min
702C, 10 min
B02C, 20 min
502C, 30 min
372C, 45 min
102C, 60 min

3) Obtencién de pLVTHM digerido con Miul-Clal

Primeramente se llevd a cabo la digestion con Clal (10404217001, Roche) O/N (del
inglés Overnight) a 37°C, partiendo de 4 pg de vector (2 pg/tubo) procedente de una
maxiprep (Maxiprep DNA Purification System, #740414.50 Macherey-Nagel) realizada
previamente. El producto de la digestion se resolvio en gel del 0.8% agarosa, purificado
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mediante el QIAEX Il Gel Extraction Kit de QIAGEN siguiendo las instrucciones del
fabricante y cuantificado. 1 pg del plasmido obtenido pLVTHMY/Clal fue posteriormente

digerido con Mlul también O/N a 37°C y vuelto a purificar en gel de agarosa.

4) Ligacion y comprobacion de clones positivos

La ligacion del vector pLVTHM/Clal/MIul con los insertos ShRNA se realizd con
un ratio molar V:I = 1:4, con lo que la reaccion se llevo a cabo con 40 ng de vector por 1
ng de inserto mediante la ligasa de DNA T4. Los productos de la ligacion fueron
transformados en E.Coli para su posterior comprobacion.

De igual manera que en el clonaje anterior, a partir de las colonias obtenidas, se
realizaron minipreps (Miniprep DNA Purification System, #A1330 Promega) y se obtuvo el
DNA.

En este caso, la comprobacién de los clones se hizo mediante una digestién
simultanea EcoR1 y Clal a 37°C, durante 3 horas. Los clones positivos se denominaron shl
y sh2 haciendo referencia a las secuencias diana de inhibicién de CPT1C. Como se
muestra en la figura 37, la secuencia 2 tuvo mayor capacidad inhibitoria en células 293T vy,
en consecuencia, el trabajo se ha desarrollado con la secuencia 2 en células madre ya que,

como se observa en la figura 38, su inhibicion también fue satisfactoria en dichas células.

1.1.2 MICROBIOLOGIA

La cepa de E.Coli utilizada en este trabajo es la DH5a. Esta cepa no es patdgena y
fue desarrollada para su uso en estrategias de clonacién de laboratorio, de tal forma que
contiene multiples mutaciones que les confieren una alta eficiencia de transformacién. El
procedimiento de transformacion consiste en introducir un pldsmido de DNA en células
bacterianas competentes para su posterior purificacion, amplificacion o expresion de
proteinas. En este trabajo se llevé a cabo la transformacion por medio de choque térmico
en células DH5a competentes producidas en el laboratorio, tal y como se indica a

continuacion.
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Transformacion bacteriana

Todo el procedimiento se lleva a cabo en condiciones de esterilidad:

1. Descongelar las células competentes (DH5a) en hielo.

2. Afadir 50-100 ng de DNA a cada tubo de transformacion (eppendorf 1.5 mL).

3. Afiadir 50 pL de células competentes al tubo de transformacion con el DNA

4. Mantener 30 minutos en hielo.

5. Someter las células a choque térmico durante 1 minuto y 15 segundos a 42°C.

6. Dejar un minuto en hielo y sacar.

6. Agregar 500 uL de medio SOC e incubar durante 1 hora a 37°C en agitacion.

7. Plaquear el contenido del eppendorf con el antibidtico de resistencia del plasmido e
incubar a 37°C O/N.

Medio SOC: Triptona (20 g/L), extracto de levadura (5 g/L), MgSQO, (4.8 g/L), dextrosa
(3.6 g/L), NaCl (0.5 g/L), KCI (0.186 g/L).

Cultivo de bacterias

En funcion del procedimiento, las bacterias fueron cultivadas en medio de cultivo
LB (Luria-Bertani) liquido o bien LB sdlido (LB agar) en presencia del antibi6tico
apropiado. El medio LB esta compuesto por triptona (10 g/L), extracto de levadura (5 g/L)
y NaCl (5 g/L), 20 g. se disuelven en 1L de agua destilada y se autoclava a 121°C durante

15 minutos.

Se almacena a 4°C hasta su uso, momento en el que se le afiade el antibiotico. El
medio LB agar se compone de agar bacterioldgico (15 g/L) ademas de los descritos en el
medio LB. 35 g. se disuelven en 1L de agua destilada y se autoclava, cuando la
temperatura del medio baja a 45-50°C se afiade el antibiotico (100 mg/L de ampicilina) y

se distribuyen 30 mL de medio en placas de petri que se almacenan a 4°C hasta su uso.

Se realizaron stocks glicerolados de bacterias para el almacenamiento a largo plazo
de los plasmidos obtenidos. Tras la transformacion con el plasmido deseado, se inocula

una colonia aislada en 3 mL de medio de cultivo LB liquido (pre-cultivo) durante 8 horas
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en agitacion, posteriormente los 3 mL se inoculan en 500 mL de medio LB durante 16
horas. Por ultimo, se anaden 200 uL de glicerol 80% estéril a 600 puL de la suspension
celular. La adicion de glicerol estabiliza las bacterias congeladas, evitando dafios en las

membranas de las células y manteniéndolas vivas.

1.2 OBTENCION Y ANALISIS DE RNA

1.2.1 EXTRACCION DE RNA

Se obtuvo RNA a partir de cerebro humano y de células madre mesenquimales

procedentes de la pulpa dental.

El fragmento de cerebro humano liofilizado fue amablemente cedido por el grupo

dirigido por la Dra. Dolors Serra (Facultad de Farmacia, Universidad de Barcelona).

En ambos casos, la purificacion se realizo con el reactivo TRIzol® (15596-026 Invitrogen)
siguiendo las instrucciones del manual. Este reactivo es una solucion monofasica de fenol,
isotiocianato de guanidina y otros componentes que facilitan el aislamiento de especies de
RNA de distintos tamafios moleculares. Ademas mantiene la integridad del RNA mientras
se lisan las células y su posterior procedimiento debido a la inhibicién altamente eficaz de
la actividad RNAsa.

A continuacion, se afiade cloroformo que permite que el homogenado celular se
separe en tres fases: una superior acuosa donde se encuentra el RNA, una interfase y una
organica inferior donde se encuentra el DNA vy las proteinas. Se transfiere la fase acuosa
(RNA) a un eppendorf nuevo, se precipita con isopropanol y se limpia con etanol al 75%

para eliminar impurezas.

Ya para finalizar, se resuspende en agua DEPC autoclavada para proceder al

siguiente paso.

La concentracion final del RNA se cuantificd espectrofotométricamente utilizando

el lector de micro-placas Synergy HT de Biotek®.
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1.2.2 SINTESIS DE DNA COPIA (cDNA)

Para el analisis de la expresion de genes a partir de los mMRNA es necesaria la
sintesis de cDNA de cadena simple mediante la enzima transcriptasa inversa, el cual sera

amplificado posteriormente por la técnica de PCR a tiempo real.

La transcriptasa inversa (RT, reverse transcriptase) utilizada en el procesado de
nuestras muestras fue la M-MLV RT (28025 Invitrogen). La RT es una DNA polimerasa
que en presencia de un oligonucleotido inicia la sintesis de una cadena de DNA
complementaria o copia (CDNA) a partir de una cadena simple de RNA o DNA. Para el
analisis de la expresion génica de nuestras muestras, en todos los casos se parti6 de 1pg de
RNA vy se utilizaron random primers, que son una coleccion de oligonucleétidos de
secuencia aleatoria que permiten sintetizar cDNAs a partir de todos los RNAs de la
muestra. La reaccion se lleva a cabo en presencia del tampdn de reaccion proporcionado

juntamente con el enzima, DTT, dNTPs y un inhibidor de RNAsas, durante 1 hora a 37°C.

1.2.3 PCR CUANTITATIVA ATIEMPO REAL

La técnica de la PCR cuantitativa a tiempo real (qQRT-PCR) es una variante de la
PCR convencional que permite amplificar y, simultaneamente, cuantificar el producto de la

reaccion.

Para ello, se afiade un fluoroforo a la mezcla de reaccion, la cual se lleva a cabo en
un termociclador capaz de detectar la fluorescencia emitida por dicho fluor6foro, de
manera que permite cuantificar la tasa de generacion de DNA después de cada ciclo de

amplificacion. Existen dos tipos de fluoréforos en funcidn de la especificidad de union:

1) Agente intercalante SYBRGreen: Se trata de un fluoréforo inespecifico que se une a la

doble cadena de DNA permitiendo detectar la generacion de nuevas hebras.

2) Agente especifico: Son sondas especificas con una secuencia complementaria al

fragmento de DNA a amplificar marcadas con un fluoréforo.
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En este trabajo Unicamente se han utilizado los de tipo 1. Se utilizd la mezcla de
reaccion SsoAdvancedTM SYBR®Green Supermix (#172-5261 BioRad) siguiendo el
protocolo descrito por el fabricante. EI termociclador utilizado fue C1000 Thermal Cycler
CFX96TM de BioRad.

Se realizaron curvas patron para determinar la eficiencia de amplificacion de los
pares de oligonucleétidos, se partié de 2 ug de cDNA para cada reaccion y se analizé la
temperatura de desnaturalizacion para comprobar la correspondiente especificidad del
producto amplificado. La cuantificacion de B-actina se utilizé para la normalizacién en el
calculo de la expresion relativa de los genes analizados. A continuacion, se detallan las
secuencias de los oligonucledtidos para la amplificacion de los cDNAs de CPT1C y de B-
actina humanas que han sido utilizados a lo largo de este trabajo (provistos por Integrated
DNA Technologies).

Oligonucleotidos:

CPT1C Forward: 5 GGA CTG ATG GAG AAG ATC AAAGA 3’
CPT1C Reverse: 5> CAC AAA CAC GAG GCA AACAG 3’
p-actina Forward: 5 CGT GAT GGT GGG CAT GGG TC 3’
B-actina Reverse: 5> ACG GCC AGA GGC GTA CAG GG 3’

1.3 OBTENCION Y ANALISIS DE PROTEINAS

1.3.1 EXTRACCION DE PROTEINAS

A continuacion, se detalla el método de extraccion de proteinas para células en cultivo.

1. Lavar las células con PBS (del inglés, Phosphate Buffer Saline) 1x.

2. Colocar la placa en hielo y afadir la cantidad correspondiente de tampon de lisis (placa
de 6 pocillos: 50 puL/pocillo, placa de 12 pocillos: 25 pL/pocillo).

3. Recoger las células con la ayuda de un rascador en el tampon de lisis en un eppendorf de
1.5 mL.
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4. Dejar que se lleve a cabo la lisis celular manteniendo los eppendorfs 10 minutos en
hielo.

5. Centrifugar 10 minutos a 10000 rpm a 4°C.

6. Proceder a la cuantificacion de proteina final en el sobrenadante de las muestras de
acuerdo con las instrucciones del Bradford Protein Assay (500-001 BioRad).

7. Preparar las muestras para el ensayo de Western Blot

8. Almacenar a -20°C.

PBS 1x: NaCl (8 g), Na;HPO4-2H,0 (1.44 g), KCI (0.2 g), KH,PO, (0.2 g) disueltos en
agua destilada hasta un volumen final de 1 litro.
Tampon de lisis: 10mM HEPES, 10 mM KClI, 1.5 mM MgCl,

1.3.2 WESTERN BLOT

El Western Blot es una técnica analitica que permite detectar una proteina concreta,
mediante el uso de anticuerpos, en una muestra determinada. Para llevar a cabo esta

deteccidn deben realizarse varias etapas:

1) Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

En primer lugar, se afiade tampdn de carga 1x a las muestras y se hierven 5 minutos

a 95°C para romper los puentes de azufre S-S y desnaturalizar las proteinas.

La electroforesis se realizd montando los geles en la cdmara correspondiente
sumergidos en tampdn de electroforesis, fijando el voltaje a 130 V ya sean geles caseros o
bien comerciales (Mini o Midi-PROTEAN® gels BioRad). El dodecilsulfato de sodio (SDS,
proveniente del inglés Sodium Dodecylsulfate) confiere cargas negativas a las proteinas

promoviendo asi que se separen unicamente en funcion del peso molecular.

Tampon de carga 4x: 200 mM Tris-HCI pH 6.8, 8% SDS, 20% p-mercaptoetanol, 40%

glicerol, 0.05% azul de bromofenol en agua destilada.

Tampon de electroforesis: 25 mM Tris-HCI pH 8.3, 192 mM glicina, 0.1% (w/v) SDS.
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Gel de acrilamida apilador: Para 3 mL: 2.1 mL de agua destilada, 500 pL de
acrilamida/bisacrilamida 30%, 380 pL de 0.5 M Tris-HCI pH 6,8, 30 pL de SDS 10%, 30
pL de persulfato aménico 10% y 3 L de TEMED.

Gel de acrilamida separador: Para 10 mL al 8% acrilamida: 4.6 mL de agua destilada, 2.7
mL de acrilamida/bisacrilamida 30%, 2.5 mL de 1.5 M Tris-HCI pH 8,8, 100 uL de SDS
10%, 100 pL de persulfato aménico 10% y 6 pL de TEMED.

2) Transferencia

Una vez terminada la electroforesis, las proteinas son transferidas desde el gel a una
membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF). Dicha membrana debe ser previamente

humedecida con metanol.

Para transferir las proteinas desde el gel hacia la membrana montamos un sandwich
con los siguientes componentes por orden (del polo negativo al polo positivo): esponja,
papel Whatman, gel, membrana, papel Whatman y esponja. Este se sumergié en una
cubeta, la cual se llend con tampdn de transferencia. La transferencia se realiz6 durante una
hora a 400 mA a 4°C.

Tampdn de transferencia: 20 mM Tris pH 8,5, 150 mM glicina, 20% metanol.

3) Bloqueo de la membrana

Como se requiere bloquear los lugares de union que han quedado libres tras la
transferencia, se sumergié la membrana en solucion de bloqueo. Esta solucién contiene un
5% de leche desgrasada en polvo (Blotting-Grade blocker #170-6404 BioRad) en TBST.

La membrana fue bloqueada 20 minutos a temperatura ambiente en agitacion.

TBST: 0,1% Tween 20 en TBST 1x (20 mM Tris, 137 mM NaCl, 3,9 mM HCI)

4) Incubacion con anticuerpo primario

91



En todos los casos, las incubaciones con anticuerpos primarios fueron O/N a 4°C en
agitacion en bolsas de plastico selladas, siguiendo las instrucciones de la casa comercial
para la preparacion de cada anticuerpo (tabla 2). Seguidamente, las membranas fueron

lavadas con TBST durante 10 minutos y 3 lavados posteriores de 5 minutos cada uno.

Anticuerpo Casa Comercial

Anti CPT1C humana SAB2501194

Anti CPT1C de raton Sintetizado por encargo contra los ultimos 14 AA de
CPT1C de ratén

Anti CPT1A Sintetizado por encargo contra los AA 317-430 de
CPT1A de rata

Anti fosfo-AMPKa. (Thrl72) #9957 Cell Signaling

Anti AMPKa. #9957 Cell Signaling

Anti fosfo-ACC (Ser79) #9957 Cell Signaling

Anti ACC #9957 Cell Signaling

Anti LC3A/B (D3U4C) Xp® #12741 Cell Signaling

Anti GFP #2956 Cell Signaling

Anti B-actina (AC-15) MAZ1-91399 Thermo Scientific

Anti GAPDH AMA4300 Applied Biosystems

Tabla 2. Descripcion de los anticuerpos y sus respectivas casas comerciales usados en este trabajo

5) Incubacion con anticuerpo secundario

El complejo antigeno-anticuerpo generado tras la incubacion con el anticuerpo
primario se visualizd por inmunoensayo enzimatico indirecto utilizando un anticuerpo
secundario. Este anticuerpo es una inmunoglobulina contra el anticuerpo primario
conjugada con la peroxidasa de rabano (HRP, Horseradish Peroxidase). Por lo tanto, el
anticuerpo secundario utilizado depende de la especie donde ha sido sintetizado el
anticuerpo primario. En todos los casos, la incubacion se realiz6 durante una hora a

temperatura ambiente.
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Anticuerpo Casa Comercial

Anti fraccion constante de las 1gG de conejo 9340 Amersham Biosciences
Anti fraccion constante de las 1gG de ratdn 515-035-003 Jacksonlnmunoresearch
Anti fraccion constante de las 1gG de cabra HAF 017 RD Systems

Seguidamente, la membrana fue lavada del mismo modo que en el paso anterior.

6) Deteccion quimioluminiscente y cuantificacion

La deteccidn del anticuerpo secundario se realiz6 con la adicion a la membrana del
sustrato de quimioluminiscencia (Luminata Forte WBLUFO0500 Millipore). La enzima
peroxidasa conjugada al anticuerpo secundario reacciona con el sustrato emitiendo luz, la
cual es captada por una camara y realiza la imagen, que nos permite mediante un software
cuantificar la intensidad de las bandas de cada muestra. El sistema de deteccion y el

software utilizados han sido Syngene G:Box y GeneTools de Syngene, respectivamente.

7) Reutilizacion de la membrana

La membrana con las proteinas transferidas puede utilizarse para mas de una
inmunodeteccion. La eliminacion de los anticuerpos unidos evita la interferencia con la
incubacion y permite la deteccion de nuevos antigenos. Para ello, la membrana fue
incubada con agua destilada hirviendo mediante 3 lavados consecutivos de 5 minutos cada
uno. Tras este procedimiento, la membrana puede ser directamente re-incubada con el

anticuerpo de interés.

2. BIOLOGIA CELULAR

A lo largo de este trabajo se han realizado técnicas de trabajo de cultivo celular con

tres tipos celulares distintos. El primer tipo son células HEK293T, las cuales derivan de
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rifidn humano embrionario y han sido utilizadas fundamentalmente para la fabricacion de
lentivirus. EI segundo tipo son células madre mesenquimales humanas de la pulpa dental
(DPMSC de Dental Pulp Mesenchymal Stem Cells, de ahora en adelante MSC), cuya
obtencion y aislamiento se detalla en el siguiente apartado. Con ellas se han realizado la
gran mayoria de los experimentos y ensayos, han sido la pieza fundamental de este
proyecto. El tercer tipo son células madre mesenquimales de la médula 6sea (BM-MSC de
Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells) y se han utilizado para verificar si las bases de

este trabajo también eran extrapolables a otro tipo de célula madre mesenquimal.

2.1 OBTENCION Y AISLAMIENTO DE MSC HUMANAS

Las células madre mesenquimales humanas de la pulpa dental (MSC) fueron
obtenidas del tercer molar de pacientes con edades comprendidas entre 14 y 25 afos.
Dichos molares estaban sanos pero fueron extraidos por razones de ortodoncia y
profilacticas. Todas las muestras fueron proporcionadas tras obtener el consentimiento
informado por parte de los donantes. Todos los experimentos fueron realizados de acuerdo
con las guias de investigacion en células madre humanas emitidas por Comité de Etica de

la Universidad Internacional de Catalunya.

El aislamiento de estas células fue llevado a cabo por el Instituto de Investigacion

en Medicina Regenerativa de la Universidad Internacional de Catalunya y fue el siguiente:

Inmediatamente después de la extraccion, los terceros molares fueron lavados utilizando
gasas empapadas al 70% en etanol y luego lavados con agua destilada estéril. A
continuacion, se realiz6 una incision entre el esmalte y el cemento utilizando una fresa
cilindrica mientras se sujetaba el diente con forceps incisivos superiores. Luego, se realizd
una fractura en la misma direccion que la incision utilizando dos férceps incisivos
superiores y los dos fragmentos del diente se introdujeron en un tubo Falcon con PBS
estéril 1x. Rapidamente, se llevaron las células al laboratorio.

En condiciones de esterilidad, el contenido del tubo fue vertido en una placa de
Petri. Los tejidos fueron aislados de la pulpa dental utilizando un extractor de nervio estéril
del tipo 15 y forceps. Luego se realizd una separacion celular digiriendo el tejido de la
pulpa, ya cortado, con colagenasa tipo | (3mg/mL) (Sigma-Aldrich) e incubando durante
45 minutos a 37°C de cara a digerir completamente el tejido.
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Hecho esto, con una jeringuilla de insulina se realizd una separaciéon celular
mecénica. Entonces, la muestra fue centrifugada durante 10 minutos a 400 rcf para separar
el medio de las celulas. Las células fueron lavadas 2 veces con PBS estéril y centrifugadas

de nuevo 10 minutos a 400 rcf.

Finalmente, fueron resuspendidas en su medio especifico y cultivadas en frascos de
650 mL (Nunc) pre tratados con 100 ng/mL de Fibronectina (Life Technologies) durante 1
hora (104).

El medio especifico contiene DMEM con 4.5g/L de glucosa (D5671 Sigma-
Aldrich) suplementado con 10% FBS (del inglés Fetal Bovine Serum) (Cultek), 2mM
Glutamax (35050 Life Technologies), 100 U/mL de penicilina y 100 pg/mL de

estreptomicina.

2.2 OBTENCION DE MSC HUMANAS CON SOBRE-EXPRESION E INHIBICION
ESTABLE DE LA CPT1C

A lo largo de varios meses, se realizaron diversas pruebas para sobre-expresar de
forma transitoria la CPT1C en las células madre mesenquimales de la pulpa dental (MSC).

Ninguna de ellas resulto exitosa.

Se probo la transfeccion con fosfato célcico sin llegar al 2-3% de eficiencia. Mas
adelante, se prob6 también mediante liposomas, dicho método se basa en la combinacion
de lipidos cationicos (cargados positivamente) con el material génico aniénico (cargado
negativamente) para formar un agregado con carga neta positiva facilmente fusionable con
la bicapa de fosfolipidos de las membranas celulares cargada negativamente. De esta
manera, el DNA o RNA es introducido al interior de la célula.

El reactivo de transfeccion utilizado fue LipofectamineTM2000 (#11668 Invitrogen)
y se utilizaron diferentes concentraciones de LipofectamineTM2000 y plasmido pero tras

varios intentos en el mejor de los casos se llegaba a 5% de eficiencia. Asi pues, se optd por
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abandonar este método que aun siendo mas efectivo que el fosfato calcico quedaba lejos de

ser una técnica eficiente.

Similar a este método, la casa comercial Biontex nos ofrecié 2 procedimientos
alternativos: uno con el K2® Transfection System (T060) y el otro con DOTAP (T010),

ninguno de los fue exitoso en ninguna de las concentraciones intentadas.

La siguiente estrategia utilizada fue mediante el uso de lentivirus con el fin de
mejorar la eficiencia de la transfeccion en células madre mesenquimales (denominada

transduccion en el caso de ser mediada por infeccion viral).

Los lentivirus son virus de la familia Retroviridae, cuyo genoma se basa en RNA,
replicandose a través de la formacion por retrotranscripcion de un DNA provisional. Los
retrovirus dependen de transcriptasas inversas para la retrotranscripcion y de integrasas
para que su DNA sea insertado en el genoma de la célula huésped. Por lo que el material
génico introducido es integrado y heredado por las células hijas, aunque los lentivirus
ofrecen la ventaja de ser altamente eficientes no s6lo en células que se dividen, sino
también en células quiescentes. Sin embargo, estos lentivirus modificados no tienen la
capacidad de autoreplicarse por lo que una célula infectada no es capaz de generar mas

viriones.

Para la generacion de lentivirus, ademas del vector lentiviral (pWPI y pLVTHM)
también son necesarios un vector de empaquetamiento virico (capside) y otro de envoltura
virica que permite la fusion con la membrana de la célula huésped e introducir la capside
con el genoma. Los vectores utilizados fueron psPAX2 (#12260 Addgene) y pMD2.G
(#12259 Addgene), respectivamente (figura 23).
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Figura 23. Descripcion de los plasmidos psPAX2 y pMD2.G

Para la generacion de los distintos lentivirus se siguié el método habitualmente
empleado, que se basa en la transfeccién por fosfato célcico de los tres vectores en células
HEK?293T vy la purificacion y titulacion posterior (seccion 2.4).

Este metodo mejoro la eficiencia de transfeccion llegando al 15% en los mejores
casos. Como seguia siendo un porcentaje bajo para el andlisis bioquimico posterior, aunque
mucho mas eficiente que los métodos anteriores, se procedio al aislamiento de las células
infectadas mediante el citometro de fluorescencia de separacion celular, mas conocidos
como FACS (del inglés Fluorescence-Activated Cell Sorter). Estos citometros de flujo
pueden analizar particulas en funcion de su fluorescencia y tamafio. En nuestro caso, tanto
el plasmido pWPI como el plasmido pLVTHM (figura 22) codifican para la proteina GFP
(del inglés, Green Fluorescent Protein). Asi pues, aquellas MSC que expresaron GFP

fueron separadas del resto de la poblacion.

A continuacion, se detalla el protocolo llevado a cabo para la obtencién de éstas células.

1. Aspirar el medio de un frasco de MSC que han estado creciendo en el incubador a
37°C y 5% de CO,

2. Hacer 2 lavados con PBS, tripsinizar 5 minutos a 37°C, resuspender en medio y
centrifugar 15 minutos a 1800 rpm.

3. Aspirar el sobrenadante y resuspender el pellet en 10 mL

4. Afadir 3 mL (aprox. 600000-800000 MSC) en tres tubos falcon diferentes.
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5. Calcular cuéntos virus debemos poner de cada tipo para introducir 10 MOI (del

inglés Multiplicity of Infection) en 10 mL mediante la formula siguiente:

n? de células 10TU 1mlL
pl virus = 10 mL x xr— x
mlL celula neTU

NOTA: MOI es equivalente a unidad de transfeccion por célula (TU / célula)

6. Afadir los virus pertinentes en cada tubo. El tercero serd el control (células sin
infectar) para determinar los parametros en el citometro.

7. Rellenar los 3 tubos falcon hasta 10 mL.

8. Introducir cada tubo en un frasco de 175 cm? y mantener los 3 frascos en el
incubador a 37°C durante 5 horas.

9. Transcurridas las 5 horas, aspirar el medio e introducir 25mL de medio fresco a
cada uno.

10. Dejar los 3 frascos 5 dias en el incubador a 37°C.

11. Transcurridos los 5 dias, aspirar el medio de los 3 frascos, afiadir PBS, tripsinizar 5
minutos a 37°C, resuspender en medio y centrifugar 15 minutos a 1800rpm.

12. Aspirar el sobrenadante y resuspender el pellet en 1 mL.

13. Transvasar el contenido de cada falcon a un criotubo de 1.8 mL.

14. Llevar los 3 criotubos al Departamento de Citometria del Centro Cientifico y
Tecnologico de la UB en el Parc Cientific de Barcelona (PCB).

15. Introducir en el FACS las MSC que no han estado infectadas para determinar los
parametros que permiten descartar agregados y trozos de células y poder definir
correctamente el control negativo (sin fluorescencia).

16. Una vez determinados, afadir las otras 2 muestras en el citometro y separar
aquellas que emitan fluorescencia (debido a GFP).

17. Sembrar las fracciones deseadas (las que emiten fluorescencia) en frascos de 75
cm? y dejar en el incubador a 37°C del PCB O/N.

18. Transportar al laboratorio y dejar crecer hasta llegar a una confluencia del 70-80%.
A continuacién, se muestra el resultado de las MSC que sobre-expresan la CPT1C

de ratdn, también el resultado del mismo protocolo aplicado a las que presentan la CPT1C

(humana) silenciada y el resultado de las BM-MSC que sobre-expresan la CPT1C.
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MSC con la CPT1C sobre-expresada:
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Figura 24. Diagrama de distribucion de MSC analizadas por citometria de fluorescencia de separacion
celular. A) MSC sin infectar. B) MSC infectadas con plasmido vacio. C) MSC infectadas con plasmido de
sobre-expresion de CPT1C. En naranja se muestran las células GFP negativas y en verde se muestran las
células GFP positivas, que fueron seleccionadas.

MSC con la CPT1C silenciada:
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Figura 25. Diagrama de distribucion de MSC analizadas por citometria de fluorescencia de separacion
celular. A) MSC sin infectar. B) MSC infectadas con un plasmido que contiene una secuencia de
silenciamiento de una proteina aleatoria. C) MSC infectadas con un plasmido que contiene la secuencia de
silenciamiento de CPT1C humana. Se muestran con un circulo verde las células GFP positivas, que fueron
seleccionadas.

BM-MSC con la CPT1C sobre-expresada:
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Figura 26. Diagrama de distribucién de BM-MSC analizadas por citometria de fluorescencia de
separacion celular. A) BM-MSC sin infectar. B) BM-MSC infectadas con plasmido vacio. C) BM-MSC
infectadas con plasmido de sobre-expresion de CPT1C. Se muestran con un circulo verde las células GFP
positivas, que fueron seleccionadas.
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Cabe destacar que en este ultimo caso, el nimero de células infectadas fue muy
bajo (alrededor de un 4%). Sin embargo, se aislaron y se consiguieron crecer de forma

adecuada.

2.3 MANTENIMIENTO DE LINEAS CELULARES

En este apartado se detallan las condiciones de crecimiento de los distintos tipos
celulares que han sido utilizados en este trabajo asi como los procedimientos basicos de

cultivo celular empleados.

En todos los casos, las células han sido mantenidas a 37°C y 5% CO2 y cultivadas
en medio de crecimiento DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) con alto contenido
de glucosa (4.5 g/L) (D5671 Sigma-Aldrich) suplementado con 10% de suero inactivado
(FBS), 2mM Glutamax (35050 Life Technologies) y 100 U/mL penicilina, 100 pg/mL

estreptomicina.

1. HEK293T: Medio DMEM suplementado. Estas células se expandieron dos
veces por semana mediante diluciones 1:10 mientras que se realizaban
cambios de medio cada 2-3 dias.

2. MSC: Medio DMEM suplementado. Estas células se expandieron cuando
llegaron al 80% de confluencia mientras que se realizaban cambios de
medio cada 3-4 dias.

3. BM-MSC: Medio DMEM suplementado. Estas células se expandieron
cuando llegaron al 80% de confluencia mientras que se realizaban cambios

de medio cada 2-3 dias.
Todos los reactivos usados en cultivos celulares fueron esterilizados,

autoclavandolos durante 30 minutos a 121°C o bien filtrandolos con filtros de 0,22 pum
(#SLGP33R3 Millipore).

100



2.3.1 CONTAJE DE LA CONCENTRACION DE CELULAS

El conteo celular se realizd con la ayuda de un hematocitbmetro o camara de
Neubauer. Esta se trata de una gruesa placa de cristal con forma de portaobjetos, la cual
esta dividida en 9 cuadrantes de 1 mm? 10 pL de células en suspensién se colocan entre la
camara y un cubreobjetos, la media de células contadas en cuatro cuadrantes de las

esquinas multiplicada por 10000 nos indicara el nimero de células por mL.

2.3.2 CRIOPRESERVACION DE CELULAS

En funcidn del tipo celular se aplicaron procedimientos distintos.

1) HEK293T: Las celulas cultivadas en una placa de 10 mL a una confluencia de
entre el 60-70% fueron tripsinizadas (T3924 Sigma-Aldrich), suspendidas en 10 mL de
medio de cultivo y centrifugadas durante 5 minutos a 300 g. El pellet de células se
resuspendid con 1.5 mL de medio y 10% DMSO en un criotubo. Debido a la citotoxicidad
del DMSO a 37°C, las células se depositaron inmediatamente en un contenedor con
isopropanol a -80°C durante 48 horas. Transcurrido este tiempo se almacenaron en N

liquido.

2) MSC: A partir de un frasco de 175 cm? de MSC (GFP positivas) obtenido tras el
aislamiento de las células a traves del citdbmetro, una vez llegaron a una confluencia del 70-
80% se procedio a congelarlas segun el protocolo siguiente:

Afadir 4 mL de tripsina y dejar el frasco 5 minutos a 37°C.
Afadir DMEM suplementado y centrifugar 15 minutos a 1800 rpm.
Eliminar el SN y resuspender el pellet en 5 mL de medio 1.

Afadir 5 mL de medio 2 gota a gota.

o ~ e

Homogeneizar adecuadamente e introducir el contenido en criotubos.

Medio 1 Medio 2

90% medio habitual 70% medio habitual
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10% FBS 10% FBS

20% DMSO

Debido a la citotoxicidad del DMSO a 37°C, las células se depositaron
inmediatamente en un contenedor con isopropanol a -80°C durante 48 horas, transcurrido

este tiempo se almacenaron en N2 liquido.

Asi pues, se obtuvo un “stock” denominado “master”. Se descongeld un vial, se
cultivd y se volvio a congelar para tener un “stock” llamado “working”. De esta manera,
siempre se ha utilizado el “stock working” para mantener en todo momento las mismas

condiciones en todos los experimentos.

3) BM-MSC: Se hizo exactamente el mismo protocolo que en las MSC.

2.3.3 DESCONGELACION DE CELULAS

Al igual que en la criopreservacion, en funcion del tipo celular se aplicaron

procedimientos distintos.
1) HEK293T
Introducir un vial en el bafio a 37°C.

Diluir inmediatamente en 8 mL de DMEM atemperado.

Centrifugar 5 minutos a 300g y eliminar el sobrenadante (DMSO).

M W o

Resuspender en el medio deseado y sembrar en un frasco.

2) MSC: Igual que las células HEK293T pero el paso 3 son 15 minutos a 1800rpm.

3) BM-MSC: Se hizo exactamente el mismo protocolo que en las MSC.
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2.4 OBTENCION DE LENTIVIRUS

Para la generacion de los distintos lentivirus, se sigui6 el protocolo descrito por el
Laboratorio Trono, con ligeras modificaciones, basado en la transfeccion por fosfato
calcico de los tres vectores (psPAX2, pMD2.G y pWPI-CPT1C o pLVTHM-shhCPT1C)
en células HEK293T. Conviene remarcar que todo el procedimiento se llevd a cabo bajo
las medidas de seguridad correspondientes al nivel de bioseguridad 2 (BL2). Las distintas

fases del procedimiento, desde la produccidon hasta la titulacion son las siguientes:

2.4.1 PRODUCCION DE LENTIVIRUS

1) Preparacion de células para transfeccion

1. El dia anterior a la transfeccién, sembrar 4-10° células/placa p100mm (3 placas por
virus).

2. En el dia de la transfeccion las células deben de estar ~ 80% confluencia
2) Transfeccidn por fosfato de calcio

3. 2h antes de la transfeccion, cambiar el medio y reponer 10mL.
4. Ajustar la concentracion de DNA de todos los plasmidos a 1mg/mL en TE buffer pH
8.0.
5. Para 3 placas, en un falcon de 50mL preparar la mezcla en el siguiente orden:
- 45ug de pLVTHM o pWPI
- 15.9ng de pMD2.G
-29.1pg de psPAX2
- 1.3mL de TE 0.1X (final 0.03X) y 727ul de “buffered water”
- 223uL de CaCl2 2.5M (final 124mM) y mezclar bien por pipeteo.
- 2.25mL de 2x HeBS (final 1x) gota a gota y sobre agitacion con vértex
(aseguraré la formacion de un precipitado 6ptimo para la transfeccién)
Vina = 4.5mL
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6. Dejar el precipitado a temperatura ambiente (por lo menos 5min y no exceder los 30
minutos) 20 minutos.

7. Anadir gota a gota 1.5mL/placa. Mezclar suavemente hasta que el medio tenga un color
uniforme. Incubar O/N.

8. En la manana siguiente, aspirar el medio y afiadir lentamente 5SmL de medio. Incubar 8h
a 37°C.

=> Tomar imagenes de florescencia (GFP) en el microscopio.

3) Recogida de sobrenadantes

9. Recoger los sobrenadantes en un Falcon de 50mL. Cerrar el tubo, vaporizar con 75%
etanol antes de sacarlo de la campana. Almacenar los sobrenadantes a 4°C

10. Afadir otros 5mL de medio e incubar otras 8-12h.

11. Recoger los sobrenadantes a la mafana siguiente, en el Falcon de 50mL del dia
anterior y afiadir otros 5mL de medio e incubar otras 8-12h.

12. Recoger los ultimos sobrenadantes. Mantenerlos a 4°C

4) Concentracion de sobrenadantes

13. Filtrar los sobrenadantes con filtros de 0.45um, los cuales permiten el paso de virus
pero no el de restos celulares

14. Lentamente, pipetear los sobrenadantes para los tubos de 30mL de ultracentrifuga
Beckman (~28mL — dejar 1cm de margen). Usar los tubos del rotor SW 28 (Beckman).

15. Ultracentrifugar 2h, 20.000rpm a 16°C.

16. Suavemente, descartar el sobrenadante por inversion.

17. Dejar secar el tubo en posicién invertida (no dejar secar el pellet demasiado, cerca de
2-3 min es suficiente).

18. Resuspender el pellet (no siempre visible) con 150ul de PBS 1X, pipeteando 10-15
veces alrededor del pellet, y después subir y bajar 15 veces (el medio que queda tiene
algunas proteinas importantes para la estabilizacion de particulas virales. Evitar la
formacion de burbujas cuando se resuspende el pellet).

19. Hacer alicuotas de 10ul y almacenar a -80°C.
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Tampon TE 1x pH 8: 10 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM EDTA pH 8
Agua tamponada: 50 mL agua mQ + 125 pL de 1 M HEPES pH 7.3 (2.5 mM final).

Esterilizar con filtro de 0,22 um y almacenar hasta 6 meses a 4°C.

CaCl, 2.5M: 9.18g CaCl,-2H,0O en 25 mL de H,O.Esterilizar con filtro de 0.22um
Almacenar a 4°C.

2x HeBS (HEPES Buffered saline): Disolver en 800 mL de agua: 16.36g NaCl (280 mM
final), 11.9g HEPES (50mM final), 267 mg Na,HPO-2H20 (1.5mM final). Ajustar el pH a
7.00 con 5M NaOH vy enrasar con agua a 1L y comprobar el pH final a 7.00 (el pH es

critico porque debajo de 6.95 el precipitado no se forma; por encima de 7.05 el precipitado
sera grande y la eficiencia de transfeccion baja). Esterilizar con filtro de 0.22um.
Almacenar hasta 2 afios en alicuotas de 50mL a -70°C. Una vez descongelada, la solucién

de HeBS se puede mantener a 4°C durante varias semanas.

2.4.2 TITULACION DE LENTIVIRUS

El titulo es un valor que expresa la concentracion de virus en un determinado

volumen.

Para conocer este valor se lleva a cabo la titulacion, en la cual se emplean una serie
de diluciones para obtener informacion cuantitativa aproximada de un procedimiento
analitico en el que se evalla si las células infectadas emiten fluorescencia. El titulo
corresponde al factor de dilucion maés alto que todavia produce una lectura positiva. A
continuacion se detalla el procedimiento y el andlisis de la titulaciébn mediante citometria

de flujo.

1) Titulacion en células HEK293T

1. Primer dia (9-12h): Sembrar 70.000 celulas/pocillo en placas de 24 pocillos
2. Segundo dia (16-18h):

I. Contar las células de 2 pocillos y hacer la media.

I1. Quitar la mitad del volumen de cada pocillo (250uL)

I11. Transducir las células con 8 diluciones 1:2, afiadiendo 1 puL de cada dilucion
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IV. Dejar un pocillo sin virus como control negativo.
3. Tercer dia (9-12h): Afadir 1 mL de medio de cultivo

4. Quinto dia: Recoger las células para analizarlas por citometria de flujo.
I. Lavar con PBS 1x, afiadir 200 uL de tripsina (5 minutos a 37°C)
Il. Afadir 600 uL de medio, centrifugar en eppendorfs durante 10 minutos a
1500rpm, aspirar el medio y hacer 2 lavados con PBS 1x.

I11. Resuspender el sedimento de células en 500 uL de PBS 1x.
2) Anélisis de la titulacion por citometria de flujo (FACS)

El analisis de las muestras por citometria de flujo se basa en pasar las células
suspendidas en un fluido (PBS en este caso) por un finisimo tubo transparente sobre el que
incide un haz de luz laser. La luz transmitida y dispersada por el pasaje de células a través
del tubo se recoge por medio de unos dispositivos de deteccion, permitiendo hacer
inferencias en cuanto al tamafio y la complejidad de las células. La técnica de clasificacion
de células activadas por fluorescencia (FACS: Fluorescence-Activated Cell Sorting) es un
tipo especializado de citometria que, como ya se ha comentado previamente, provee un
método para la identificacion de células segun las caracteristicas particulares de dispersion

y fluorescencia de cada célula.

Primeramente, con la ayuda de otros miembros del laboratorio, fue identificada la
poblacién de células HEK293T. Seguidamente, a partir de células transfectadas con GFP y
de células sin transfectar como control negativo, se marcaron los pardmetros en el
citdmetro (BD FACSalibur™) de modo que permitia discriminar las células en funcién de
la sefial de fluorescencia. Los datos proporcionados por el citdbmetro fueron analizados con
el programa WinMDI de modo que para cada muestra se pudo calcular el porcentaje de
células GFP positivas y negativas. A partir de estos valores se generd la curva de
diluciones (figura 27) y se calcul6 la concentracion de virus (TU/mL: Unidades de

transduccion por mL) mediante la siguiente formula:

% células GFP positivas x numero de células Dia 2

TU/mL =
/m ul de virus
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Figura 27. Representacion aproximada de cdmo ha sido generada la curva de diluciones

2.5 ANALISIS DE LA SUPERVIVENCIA CELULAR MEDIANTE MTT

El MTT (bromuro de 3-(4,5-Dimetilthiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) es un
compuesto que puede ser reducido a formazan como se indica en la figura 28. Esta
reduccion se lleva a cabo cuando las enzimas de tipo reductasa de las células estan activas,

por la cual cosa la conversion se utiliza como una medida de viabilidad celular.

,f |
N | mitachondrial
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Figura 28. Reaccion de reduccion del MTT a formazan

T

1. Sembrar 40000 ceélulas/pocillo en placas de 48 pocillos y mantener 3 dias en el
incubador a 37°C.

2. Realizar los tratamientos convenientes.

3. Afadir MTT (Sigma M2128) directamente a las células a una concentracion final de
0.2 g/L en cada pocillo. EI MTT stock esta disuelto en agua a una concentracion de
5¢/L. Es importante mantener la luz de la campana de extraccidn apagada ya que este
reactivo es fotosensible.

4. Incubar la placa 40-60 minutos (preferiblemente 60) en el incubador a 37°C.
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5. Aspirar el medio con MTT de los pocillos y disolver los cristales de formazan que se
han formado mediante la adicion de DMSO (250 pL en cada pocillo de placa de 48).
Afadir DMSO a un pocillo sin células para realizar el blanco de la reaccion.

6. Realizar una agitacion de 3 segundos en el lector de microplacas de multi-deteccion
Synergy HT de Biotek® para la correcta homogeneizacion de la muestra. Leer la
absorbancia a 570 nm inmediatamente ya que el producto final es inestable.

2.6 ENSAYO DE PRODUCCION DE ADENOSINA TRIFOSFATO (ATP)

Para poder evaluar la cantidad de energia en forma de adenosina trifosfato (ATP)
que producen las células madre mesenquimales en diferentes condiciones se optd por
utilizar uno de los kits mas ampliamente utilizados para la determinacion de ATP (A22066
Life Technologies).

Dicho método se basa en un ensayo de bioluminiscencia para la determinacion
cuantitativa de ATP. Mas precisamente, se produce una reaccion en que la luciferasa
consume/oxida el pigmento luciferina con gasto de ATP, de manera que esta reaccion de
oxidacion emite luz 'y nos permite averiguar la cantidad de luz emitida que seré

proporcional a la cantidad de ATP consumido

Mg?* i
oxyluciferin + AMP +

luciferin + ATP + O, pyrophosphate + CO, + light

luciferase

Primeramente, se deben preparar las muestras para que el pH sea lo mas préximo a
7.8. Una vez obtenido, ya se puede proceder al uso del kit.
A continuacion, se detalla el procedimiento que se ha llevado a cabo:

1. Sembrar a 40000 células/mL en placas de 60mm (p60) utilizando 4 placas por
condicion.
2. Realizar los tratamientos convenientes.

3. Aspirar el medio de 3 placas (la cuarta sera para cuantificar la proteina).

108



4. Hacer un lavado con PBS frio y recoger las células con la ayuda de un rascador en 600
pL de HCIO4 4% por placa p60.

En hielo, sonicar 5s cada muestra e incubar 10 minutos.

Centrifugar 10 minutos a 10000g a 4°C.

Anadir 300 pL de sobrenadante en un eppendorf de 1.5 mL.

Neutralizar los 300 pL con 22.15 puL de K,CO3 S5M.

Homogeneizar la muestra con el vértice y medir el pH. Debe estar a pH= 7.8, en caso

© o N o O

contrario, neutralizar la muestra hasta dicho pH.

Una vez obtenida la muestra, proceder a realizar el ensayo de ATP.

10. Realizar una recta patrén con muestras desde 1 nM a 500 nM de ATP.

11. Afadir 10 uL de cada muestra de concentracion conocida en una placa de 96
pocillos con fondo blanco.

12. Realizar una dilucion 1:10 de todas las muestras a analizar.

13. Afadir 10 uL de cada muestra problema en la placa de 96 pocillos.

14. Preparar la solucion de Reaccion:

Solucién de Reacciéon (2.5mL)

H,0 2.225 mL
20x Tampdn de Reaccidn 125 uL
0’IM DTT 25 uL
10mM Luciferina 125 uL
Luciferasa 0.625 uL

15. Aiadir 90 uL de “Solucién de Reaccion” en cada pocillo de la placa.

16. Llevar a cabo la lectura de luminiscencia a 550 nm en el lector. El lector debe estar
a 28°C.

17. Hecha la lectura, recoger las celulas de la placa restante con ayuda de un rascador
en tampon de lisis en un eppendorf de 1.5 mL.

18. Incubar en hielo 10 minutos.
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19. Centrifugar 10 minutos a 10000g a 4°C.
20. Cuantificar mediante la técnica de Bradford y relativizar los valores obtenidos en la

lectura.

2.7 ENSAYO DE OXIDACION DE ACIDOS GRASOS

Los distintos ensayos de oxidacion realizados en este trabajo se han llevado a cabo
en las instalaciones de radioactividad de la Facultad de Farmacia de la Universidad de
Barcelona. Para ello se utilizd el método que describié Roduit y colaboradores (172). La
técnica se basa en el principio por el cual la oxidacion de palmitato a CO, indica la
oxidacidn total de la molécula de &cido graso, de manera que el CO; radioactivo producido
por las células es proporcional a la oxidacion del acido graso marcado radioactivamente.
Como se muestra en la figura 29, el &cido graso es recogido en un papel humedecido con

KOH. Seguidamente se detallan las distintas fases de este método.

1) Preparacion de las células

Se siembran 650000 células/frasco en frascos de 25 cm?. Las distintas condiciones
de cada experimento son ensayadas por triplicado. Ademas, en todos los experimentos hay
que afiadir un punto extra para la cuantificacion de proteina y otro punto extra como
control negativo, el cual consiste en realizar exactamente los mismos pasos en un frasco

sin células.

2) Reaccion de oxidacion

1. Primeramente se preparan las siguientes soluciones:

A. KRB 5x: para 500 mL: NaCl (19.72g), KCI (0.67g), NaH,PO, (0.17g), MgSOQO,

(0.25g), CaCl, (0.55g), agua hasta 500 mL (el CaCl, debe prepararse en primer
lugar porque puede precipitar). Almacenar a 4°C.
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B. KRBH: para 100 mL: 20 mL de KRB5x, 2 mL de NaHCO; 100 mM
(extemporaneo), 1 mL de HEPES 1M pH 7.4, 77 mL de agua. Preparar el mismo
dia del ensayo.

C. KRBH + 0.1% BSA: para 45 mL: anadir 150 pL de 30% BSA a 45 mL de KRBH.
Filtrar con filtro de 0.45 um

D. KRBH + 1% BSA: para 15 mL: anadir 500 puL de 30% BSA a 14.5 mL de KRBH.
Filtrar con filtro de 0.45 pum.

E. 30% BSA: Disolver 15g de BSA desgradado (A-6003 Sigma-Aldrich) en 50 mL de
KRBH. Alicuotar y almacenar a -20°C.

F. 3mM [1-**C] palmitato-BSA: Para 5 mL: disolver 4.176 mg de palmitato sédico en
500 puL de 0.IN NaOH durante 5 minutos a 80°C. Anadir 500 pL de [1-14C]
palmitato (CFA243-50 mCiGE Healthcare). Afiadir esta soluciéon (1mL) gota a gota
a una solucién de 1% BSA (disolver 0.5g de BSA desgrasado en 4.5 mL de 0.9%

NaCl a 37°C al bafio maria) y mantener en agitacion durante 5 minutos. Filtrar con

un filtro de 0.22 pm, hacer alicuotas de 1 mL y almacenar a -20°C.

. Seguidamente se afiaden 100 pL. de KOH 0,1N a recortes de 2x2 cm de papel Whatman
y se dejan secar. Mientras tanto se procede con los siguientes pasos.

. Se lava el frasco para la cuantificacion de proteina con 1 mL de PBS 1x y se recogen las
células en 500 pL de tampon de lisis.

. Se lavan el resto de frasco con 3 mL/frasco de KRBH + 0.1% BSA.

. Posteriormente, se incuban con 2 mL/frasco de KRBH + 1% BSA durante 30 minutos a
37°C.

. A continuacién se vuelven a lavar con 3 mL/frasco de KRBH + 0.1% BSA.

. Se afiade la mezcla de reaccidn de oxidacion de palmitato a razon de 2 mL/frasco.

Mezcla de Reaccién

KRBH 1.6mL
3 mM [1-*C] palmitato-BSA 200 uL
*5 mM glucosa + 8 mM carnitina 200 uL
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* Se realiz6 con 5mM, o bien, en ausencia de glucosa

8. Cerrar los frascos con el montaje del tapon de goma, el tubo de PVC y el papel whatman
con KOH y sellar con parafilm.

9. Incubar durante 3 horas a 37°C en un incubador libre de CO2.
3) Fijacion del CO,

10. Pasadas las 3 horas, parar la reaccion con la adicion de 200 pL de 40% HCIlO3
mediante una jeringa de 1 mL con aguja. Volver a sellar con parafilm.

11. Incubar O/N a temperatura ambiente.
4) Contaje de la radioactividad

12. Desmontar el sistema y transferir el papel Whatman a un vial de centelleo con 5 mL de
liquido de centelleo.

13. Afiadir un vial de centelleo extra con 50 pL de 3 mM [1-**C] palmitato-BSA para
conocer las cuentas totales.

14. Incubar O/N

15. Contar la radioactividad de los viales.

Los resultados se expresan como:
nmol de palmitato-mg-1prot-h-1 = (cpm — cpm blanco) x 600 / (cpm totales x mg prot x h),
donde 600 son los nmol totales de palmitato por frasco y cpm totales son las cuentas

correspondientes a los 200 pL de palmitato afiadidos por frasco.
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Figura 29. Sistema de oxidacién de palmitato en frasco de 25 cm? La mezcla de reaccion se afiade al
frasco y el sistema se cierra herméticamente con un tapon de goma que dispone de un tubo de PVC con un
papel Whatman con KOH en el interior. Los frascos se incuban durante 3 horas a 37°C (adaptado de la tesis
de JM Orellana).

2.8 TINCION DE CUERPOS LIPIDICOS

NILE RED® es un colorante fluorescente (C2H1sN20-) utilizado para la tincién de

lipidos neutros y la visualizacion de cuerpos lipidicos intracelulares. Siguiendo las

indicaciones de la casa comercial, el reactivo NILE RED® se prepard a una concentracion

stock de 0.2 mg/mL en acetona (400x) y el tratamiento de las células se llevo a cabo acorde

al procedimiento que se describe con NILE RED®.

o & N

Sembrar 50000 células/pocillo en placas de 24 pocillos sobre cubreobjetos
previamente autoclavados y pre-tratados con poli-L-lisina (afiadir 500 pL/pocillo de
0,01% poli-L-lisina y mantener durante 2 horas a 37°C, lavar 2 veces con PBS
autoclavado y dejar secar durante 30 minutos a 37°C). Mantener 3 dias en el
incubador a 37°C

Realizar los tratamientos convenientes.

Lavar 2 veces con PBS1x.

Fijar las células durante 15 minutos a 4°C con 4% paraformaldehido.

Lavar 2 veces con PBS 1x (en este punto se pueden guardas las células a 4°C varios
dias).

Diluir el stock en PBS1x a una concentracion final de 0.5 pg/mL. Teidir los lipidos

neutros con NILE RED® durante 15 minutos a temperatura ambiente.
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7. Lavar 2 veces con PBS 1x.

8. Teifir los nucleos celulares con Hoechst durante 5 minutos a temperatura ambiente
Diluir el stock (se encuentra a 1000x) en PBS 1x.

9. Lavar 2 veces con PBS 1x.

10. Montar los cubreobjetos con el medio de montaje acuoso Fluoromount-G® (Southern
Biotech) sobre los portaobjetos previamente rotulados.

11. Dejar secar durante varias horas protegidos de la luz. Almacenar a 4°C.

12. Analizar por microscopia de fluorescencia.

3. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresan como el promedio + SEM. EIl andlisis comparativo de
los resultados obtenidos se realizé6 mediante el programa GraphPad Prism 5 utilizando el
test estadistico de la t-student. Cuando se compararon méas de dos grupos, se empled la
ANOVA de dos factores con test de Bonferroni post hoc. Con valores de p obtenidos
inferiores a 0.05 se considera que hay diferencias estadisticamente significativas entre las
muestras analizadas y en consecuencia en los graficos se muestra con el simbolo “*”.

Cuando los valores obtenidos son inferiores a 0.01 se muestra como “**” y cuando son

inferiores a 0.005 como “***”,
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CAPITULO 5

RESULTADOS
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PARTE |

¢SE EXPRESA CPT1C EN CELULAS MADRE?

Con el paso de los afios, ha quedado patente que la similitud entre las células

tumorales y células madre es realmente elevada.

Una de las més relevantes es que ambos tipos celulares muestran una capacidad de

renovacion ilimitada y esto las hace préacticamente inmortales.

Otra caracteristica comun es que ambos tipos de células se dividen de manera que
aseguran su auto-renovacién. También es destacable que una célula tumoral puede
mantenerse en estado de quiescencia igual que una célula madre, lo cual sugiere que ésta

puede ser la causa de una recidiva cinco o diez afios después del tratamiento inicial.

Asi pues, el primer objetivo ha sido averiguar si CPT1C se expresa en células

madre de la misma manera que lo hace en células tumorales.

1. CPT1C SE EXPRESA EN CELULAS MADRE MESENQUIMALES

Para averiguar si las células madre son capaces de expresar (0o no) CPT1C, se
realizaron experimentos de PCR cuantitativa (0 PCR en tiempo real). Los tipos celulares

analizados fueron:

1) Células MCF-7 (linea tumoral humana de cancer de pecho), que ya se conoce que
expresan CPT1C (35).

2) Células madre mesenquimales procedentes de la pulpa dental.

3) Células madre pluripotentes también procedentes de la pulpa dental, tambien
conocidas como DPPSC (60).

4) Células madre pluripotentes procedentes de la pulpa dental (DPPSC) diferenciadas

a osteoblasto. La diferenciacion se llevo a cabo durante 3 semanas.
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Estas ultimas se utilizaron para verificar si se observaba una disminucién en la
expresion de CPT1C durante la diferenciacion ya que su expresion no esta descrita en
hueso. Los tres tipos de células madre fueron amablemente cedidos por el grupo dirigido

por el Dr. Atari.
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Figura 30. Niveles de mRNA de CPTL1C en distintos tipos celulares mediante experimentos de PCR
cuantitativa. Los tipos celulares son la linea tumoral MCF-7, células madre mesenquimales, pluripotentes y
pluripotentes diferenciadas a osteoblastos. GAPDH: Control de carga. *: p< 0.05 vs MCF-7. n=2

Los datos obtenidos muestran que CPT1C se expresa (al menos a nivel de RNA) en
células madre mesenquimales (figura 30). También se expresa pero en mucha menor
proporcion en células pluripotentes y ligeramente menos en pluripotentes diferenciadas a
hueso. A las tres semanas de cultivo en medio de diferenciacion se realizé una tincién con
Alizarina, que es un marcador de depositos de calcio y se observaron dichos depésitos pero
dado que CPTI1C estd expresada, posiblemente la diferenciacion a osteoblastos no haya

sido total y, en consecuencia, siguen expresando dicha proteina.

Es interesante indicar que la expresion de CPT1C es mucho mayor en células

madre que en la linea tumoral MCF-7. Aun asi, mas adelante, se public6 que aunque en
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MCF-7 los niveles de CPT1C son considerables, no lo son tanto como en sarcomas 0 en
enfermedades relacionadas con el sistema nervioso central (48).

Debido a que las mesenquimales expresan el triple de CPT1C que las pluripotentes
y ademas son mas faciles de manipular, tanto a nivel logistico como econémico, se decidio

realizar los experimentos posteriores con células madre mesenquimales.

2. LAS CELULAS MADRE MESENQUIMALES EXPRESAN NIVELES
SIMILARES DE CPT1C EN COMPARACION CON CEREBRO HUMANO

Dado que CPT1C se expresa mayoritariamente en cerebro, se quiso analizar los
niveles de expresion de CPT1C, tanto a nivel de RNA como de proteina, en células madre

mesenguimales y en cerebro.

Casi todos los anticuerpos humanos disponibles en el mercado dan lugar a bandas
mayoritarias supuestamente inespecificas, asi que, para resolver este problema, se decidio
sobre-expresar la CPT1C humana utilizando el plasmido pIRES2-eGFP (Figura 31, A) y
verificar si el anticuerpo de Sigma era capaz de detectarla. Una vez disefiado, se
transfectaron células 293T con el plasmido vacio (EV, del inglés Empty Vector) y 293T
con el plasmido con CPT1C humana y se realizé un Western Blot contra este anticuerpo.

El resultado se puede observar en la figura 31, B.
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Figura 31. A) Estructura del plasmido pIRES2-eGFP. B) WB de CPT1C humana. Se muestran 293T sin
transfectar (control), 293T transfectadas con el plasmido vacio (EV) y 293T transfectadas con el plasmido
pIRES-eGFP-hCPT1C (hCPT1C).

Esta imagen demuestra claramente que el anticuerpo de la casa comercial Sigma
contra CPT1C humana (SAB2501194) si detecta la forma humana pero no a 100 KDa
como se afirma en el “DataSheet”, sino a 75 KDa. Este resultado no solo demostrd que
CPT1C humana se desplaza como un fragmento de 75 KDa sino que abrié ampliamente
este trabajo ya que permitié poder analizar la expresién de CPT1C por Western Blot.

Tal y como se comentaba al inicio de este apartado, se compararon los niveles de
expresion de CPT1C en cerebro humano y en células madre mesenquimales (figura 32,
A). Como se puede visualizar, los niveles de mMRNA se muestran aumentados unas diez
veces en las MSC respecto al cerebro humano. Hay que matizar que solo un 10% del
cerebro son neuronas y CPT1C se expresa exclusivamente en neuronas con lo cual
probablemente los niveles sean similares. Ademas, el cerebro fue obtenido unas 24-48h

“post-mortem” lo cual también conlleva que se pueda degradar el mRNA.

A nivel de proteina (figura 32, B), se compararon las SH-SY5Y (linea tumoral de
neuroblastoma humana) junto con cerebro humano y células madre mesenquimales (de
ahora en adelante MSC). Mientras que en MSC se observa una banda nitida de hCPT1C y
en las SH-SY5Y también, en el cerebro humano apenas se aprecia sefial. Como se discutia
anteriormente, puede ser debido a que solo un 10% son neuronas y/o al hecho de ser una

muestra “post- mortem”.
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Figura 32. Expresion de CPT1C. A) Comparacién a nivel de RNA mediante experimentos de PCR
cuantitativa entre cerebro humano y MSC. B) Comparacion a nivel de proteina mediante experimentos de
WB entre cerebro humano, MSC vy la linea tumoral SH-SY5Y. GAPDH: Control de carga. n=2

Estos resultados confirman que CPT1C se expresa en células madre mesenquimales

(MSC) adultas derivadas de la pulpa dental.
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.ES CAPAZ CPT1C DE PROTEGER A LAS MSC EN SITUACIONES DE ESTRES
METABOLICO?

Una vez se concluyd que CPT1C se expresa en ceélulas madre mesenquimales
(MSC), el siguiente paso fue analizar si, en situacion de estrés metabolico, CPT1C les

confiere proteccion.

Como se ha descrito en el capitulo “Materiales y métodos”, se sobre-expreso
CPT1C de ratén en MSC mediante la infeccion con lentivirus y posterior aislamiento de las
células infectadas por fluorescencia con un citometro de flujo (FACS). Hecho esto, el
primer paso fue verificar que CPT1C estaba sobre-expresada (figura 33, A) y que dicha
sobre-expresion no afectaba a la viabilidad celular (figura 33, B, curvas roja y azul).

Como muestra la imagen, CPT1C esta claramente sobre-expresada en las células
seleccionadas por FACS. Conviene recordar que el anticuerpo utilizado es contra la
CPT1C de raton ya que es la forma sobre-expresada, en consecuencia, aparece una banda
en las MSC que sobre-expresan CPT1C pero no en las que tienen el plasmido vacio (EV)

dado que son MSC humanas y el anticuerpo de ratén no detecta la forma humana.

Por lo que se refiere al crecimiento de las MSC, se contabiliz6 el nimero de células
a diferentes dias. Se probaron dos condiciones, en presencia de niveles normales de FBS
(10%) y en condiciones de restriccion de FBS al 1 %. Tal y como queda patente en la
figura 33, B (curvas verde y lila), no se visualizan variaciones significativas en el
crecimiento, lo que sugiere que la sobre-expresion de CPT1C no afecta a la proliferacion
de las MSC.
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Figura 33. Verificacion de la expresion y del crecimiento de las MSC que presentan la CPT1C sobre-
expresada. A) WB de MSC transfectadas con el plasmido vacio (EV) y MSC transfectadas con la secuencia
gue sobre-expresa CPT1C (CPT1C). B-actina: Control de carga B) Curva de crecimiento a lo largo de 8 dias
de MSC con plasmido vacio (EV) o que sobre-expresan CPT1C (CPT1C) al 10% de suero (FBS) (curvas roja
y azul) y al 1% de suero (curvas verde y lila).

3. CPT1C PROTEGE LAS MSC EN AUSENCIA DE GLUCOSA O CUANDO SON
TRATADAS CON 2-DESOXI-D-GLUCOSA (2-DG)

Para evaluar si CPT1C confiere (0 no) proteccion a las MSC, se analizaron un total

de siete factores de estrés distintos, los cuales son:

1. Ausencia de glucosa: Se trata de eliminar del medio el principal sustrato energético
de estas células. Ademas, simula una disminucion de los niveles de malonil-CoA,
que es el inhibidor fisiologico de las CPT1. Es uno de los dos factores de estrés en
los que protege CPT1C en células tumorales (35).

2. 2-desoxi-d-glucosa (2-DG): Se trata de un inhibidor de la glucolisis. Esta
ampliamente demostrado que no se activan los mismos mecanismos de estrés
intracelulares que en ausencia de glucosa (173).

3. Hipoxia: Es uno de los dos factores de estrés en los que protege CPT1C en células
tumorales (35).

4. Privacion de oxigeno y glucosa (OGD): Combinacion simultanea de una ausencia
de glucosa y de oxigeno.

5. H,0,: El peroxido de hidrégeno induce estrés oxidativo en las células.

6. Tapsigargina: Induce estrés en el reticulo endoplasmético, que es el organulo
donde se localiza la CPT1C.
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7. Palmitato sddico: Igual que la tapsigargina, induce estrés en el reticulo
endoplasmatico.

Antes de llevar a cabo los experimentos oportunos, se opt6 por disminuir el suero al
1% en todos ellos con el objetivo de reducir el grado de proliferaciéon celular y evitar el
efecto distorsionador de la proliferacion sobre la medida de supervivencia celular.

De hecho, en la figura 33,B curvas verde y lila, quedan de manifiesto dos hechos: el
primero es que con un 1% de FBS disminuye considerablemente el crecimiento de las
MSC en comparacién con aquellas que han crecido con un 10%. Esta variacién ya resulta
significativa a partir de las 24h post- privacion de suero. El segundo es que el ligero
crecimiento con un 1% de suero no varia entre las MSC con el vector vacio (EV) y
aquellas que sobre-expresan CPT1C. Asi pues, para reducir al maximo el posible efecto
compensatorio del suero, todos los experimentos han sido realizados con solo un 1% de
FBS.

En todos los experimentos realizados, para poder visualizar el posible efecto
protector de CPT1C, se ha empleado el tiempo necesario y la dosis adecuada para que las
MSC control (EV) murieran un 50% aproximadamente como consecuencia del estrés.

En primer lugar, se evalué como afectaba la sobre-expresion de CPT1C a las MSC
en un medio privado de glucosa o cuando son sometidas al tratamiento con 2-desoxi-d-
glucosa (2-DG).

Para analizar la viabilidad celular en ausencia de glucosa, se dejaron las MSC 72
horas sin glucosa (figura 34, A), mientras que en el caso del inhibidor, se trataron las MSC
con 50 mM de 2-DG durante 72 horas (figura 34, B).
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Figura 34. Analisis de la viabilidad celular mediante MTT de las MSC control (EV) y de las MSC que
sobre-expresan CPT1C. A) En ausencia de glucosa durante 72h. B) Sometidas a 50 mM 2-DG durante 72h.
Encima de las barras de error se indica el porcentaje de supervivencia *: p< 0.05. n=4

Tanto el grafico A como el B demuestran que CPT1C ejerce un efecto protector en
ambos casos. Mas precisamente, cuando son privadas de glucosa o bien se inhibe la
glucdlisis con 2-DG, las MSC que sobre-expresan CPT1C sobreviven un 20% y un 25%

mas respectivamente que las células control.

4, CPTIC PROTEGE LAS MSC CUANDO SON PRIVADAS
SIMULTANEAMENTE DE GLUCOSA Y DE OXIGENO

Los siguientes factores de estrés evaluados fueron la hipoxia y la privacion
simultanea de oxigeno y glucosa (OGD, del inglés Oxygen and Glucose Deprivation).
Estos experimentos fueron realizados en el Instituto de Neurociencias de la Facultad de
Medicina de la Universidad Auténoma de Barcelona gracias a la amabilidad del Dr. José
Rodriguez.

En el caso de la hipoxia, se analizd la viabilidad celular manteniendo las MSC
durante 24h con un 0.6% de O,. En el caso de la OGD, las MSC se mantuvieron durante

24h con un 0.6% de O,y simultaneamente sin glucosa.

A continuacién, se muestran los resultados:
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Figura 35. Analisis de la viabilidad celular mediante MTT de las MSC control (EV) y de las MSC que
sobre-expresan CPT1C. A) En hipoxia con un 0.6% de O, durante 24h B) Privadas de oxigeno y glucosa
durante 24h. Encima de las barras de error se indica el porcentaje de supervivencia.*: p< 0.05. n=3

Por un lado, en el caso de la hipoxia, se percibe que tras 24 horas las MSC
practicamente no han muerto, en consecuencia, no podemos extraer conclusiones sobre el
posible papel protector de CPT1C. No se ha optado por realizar un tiempo mas largo (48h
0 72h) debido a la imposibilidad de mantener el incubador de hipoxia activo tanto tiempo.
El hecho de no apreciar mortalidad en las MSC demuestra, tal y como esta ampliamente
descrito en la bibliografia, que son totalmente capaces de vivir en ambientes de hipoxia y
altamente resistentes, gracias a la glucélisis anaerébica. En cambio, se observa que tras 24
horas en OGD, aquellas MSC que tienen la CPT1C sobre-expresada sobreviven un 20%

mas que las células control.

Teniendo esto en cuenta, la proteccién que lleva a cabo la CPT1C cuando las MSC
son privadas de oxigeno y glucosa (OGD) sugiere que es un efecto debido a la ausencia de
glucosa y no a la ausencia de oxigeno, pues 24h sin oxigeno no induce muerte celular en
MSC.

5. CPT1C NO PROTEGE LAS MSC CUANDO SON TRATADAS CON H;O; NI
CON FACTORES DE ESTRES DE RETICULO ENDOPLASMATICO

Tras los resultados anteriores, nos propusimos estudiar si era posible que otro factor

de estrés oxidativo indujera muerte celular y eso nos permitiera averiguar si CPT1C
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desarrollaba un rol protector. Para realizar estos experimentos se utilizé el perdxido de
hidrégeno. En concreto, se trataron las MSC con 150 uM de H,0, durante 24h. Como
muestra la figura 36, A en esta ocasion si murieron las MSC y aquellas que sobre-
expresaban CPT1C no consiguieron una mayor supervivencia. Estos resultados demuestran

que, en MSC, CPT1C no protege en situaciones donde se produce estres oxidativo.

El siguiente paso fue averiguar si dicha proteccion se producia cuando las MSC se
trataban con un inductor de estrés en reticulo endoplasmatico. Para ello se utilizaron dos
inductores distintos. Por un lado se trataron las MSC con 10 uM de tapsigargina durante

24h y por otro lado con 500 uM de palmitato sédico durante 48h (figura 36, B y C).
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Figura 36. Analisis de la viabilidad celular mediante MTT de las MSC control (EV) y de las MSC que
sobre-expresan CPT1C. A) Tratadas con 150 uM de H,O, durante 24h. B) Tratadas con 10 uM de
tapsigargina durante 24h. C) Tratadas con 500 uM de palmitato sédico durante 48h. n=3

Estos resultados permiten concluir que aunque se induzca estrés en el reticulo
endoplasmatico, las MSC sobreviven lo mismo esté sobre-expresada o no la CPT1C, lo

cual sugiere que CPT1C no es protectora frente a este tipo de estrés.

6. EL SILENCIAMIENTO DE CPT1C INCREMENTA LA MORTALIDAD DE
LAS MSC EN AUSENCIA DE GLUCOSA O CUANDO SON TRATADAS CON 2-
DESOXI-D-GLUCOSA (2-DG)

OBTENCION DE LAS MSC CON CPTA1C SILENCIADA
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Una vez realizadas todas las condiciones descritas, Ilegamos a la conclusion que la
CPT1C conferia proteccion a las MSC siempre y cuando el metabolismo de la glucosa

estuviera alterado. En caso contrario, no conferia proteccion.

Llegados a este punto, resultd de especial interés explorar si se producia un efecto
contrario silenciando la CPT1C, dicho en otras palabras, si disminuia la supervivencia de
las MSC.

En primer lugar, se disefiaron dos plasmidos utilizando las dos secuencias
inhibitorias de la CPT1C humana a partir de los datos que publicaron Zaugg y
colaboradores (35). Una vez disefiados, el primer objetivo fue verificar si realmente eran
capaces de silenciar la CPT1C. Para verificarlo, se transfectaron 293T con pIRES2-eGFP-
hCPT1C (el mismo plasmido que el utilizado en el “resultado 2”, que sobre-expresa la
CPT1C humana), 293T transfectadas con cada una de las secuencias de silenciamiento
Unicamente y finalmente 293T transfectadas con el pldsmido de sobre-expresion vy

silenciamiento simultaneamente. Se obtuvo el resultado indicado en la figura 37.
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Figura 37. Silenciamiento de la CPT1C humana sobre-expresada en 293T mediante Western Blot. Se
muestran seis extractos distintos. EI primero son células 293T (ctrol), el segundo son 293T con el plasmido y
la secuencia de CPT1C humana insertada (pIRES-hCPT1C), el tercero son 293T infectados con la secuencia
de silenciamiento 1 de CPT1C humana (shl), el cuarto son 293T infectados con la secuencia de
silenciamiento 2 de CPT1C humana (sh2), el quinto son 293T con el pldsmido y la secuencia de CPT1C
humana insertada mas el plasmido con la secuencia de silenciamiento 1 de CPT1C humana (pl-hC + shl) y el
sexto son 293T con el plasmido y la secuencia de CPT1C humana insertada més el plasmido con la secuencia
de silenciamiento 2 de CPT1C humana (pl-hC + sh2). B-actina: Control de carga. n=2

Analizando la imagen se pueden extraer varias conclusiones. La primera de ellas es
que la sobre-expresion ha sido exitosa tal y como muestra el segundo carril; la segunda es

que los plasmidos silencian correctamente la CPT1C (quinto y sexto carril), dado que
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disminuye la intensidad de banda; y la tercera es que parece que la secuencia 2 silencia

mejor la CPT1C en 293T que la secuencia 1.

Asi pues, la secuencia 2 es la secuencia que se ha utilizado para silenciar la CPT1C

humana.

Para obtener dichas MSC con la CPT1C silenciada, se infectaron las células con el
lentivirus que contenia la secuencia 2 de silenciamiento de la CPT1C humana (shCPT1C).
Como control, se utilizaron MSC infectadas con una secuencia aleatoria (Random). Todas
ellas, al igual que cuando se realizd la sobre-expresion, fueron separadas por fluorescencia

mediante un citdmetro de flujo (FACS).

En la figura siguiente (figura 38) se muestra el resultado obtenido:

150+

Random seq. sh hCPT1C

_s — ~ |ncPTiC

-_— — Q— GAPDH

100- T ——————

50+

CPT1C Expression (% vs Random seq)

O N
@af’ 6«
)
(‘b ‘(\‘\
Q."b @

Figura 38. Andlisis de la expresion de CPT1C en MSC. Se muestran MSC con secuencia aleatoria
(Random seq.) o con secuencia silenciadora de CPT1C (sh hCPT1C). GAPDH: Control de carga. n=2

El resultado muestra que la infeccién con el sh2 da lugar a un buen silenciamiento,

dejando una expresion residual del 12%.

Esta imagen corrobora la complejidad en la identificacion de la banda ya que existe
una banda inespecifica ligeramente superior a 75KDa. Probablemente, esta sea la imagen
maés evidente que CPT1C se expresa en células madre humanas adultas, un hecho que no

habia sido descrito hasta la fecha.

Todos los experimentos llevados a cabo a partir de ese momento con CPT1C
silenciada se realizaron con estas MSC.

129



ESTUDIO DE LA VIABILIDAD DE LAS MSC CON CPT1C SILENCIADA EN
SITUACION DE ESTRES METABOLICO

Llegados a este punto, se procedio a realizar el experimento deseado para saber si el
silenciamiento de CPT1C disminuia la supervivencia de las MSC en alguna situacion de
estrés metabolico.

Debido a que la proteccion se habia observado en ausencia de glucosa, cuando eran
sometidas a 2-DG y en situacion de OGD pero en esta Gltima no parecia influir el oxigeno,
unicamente se realizaron ensayos de viabilidad con silenciamiento de CPT1C en los dos

primeros casos.

Se mantuvieron las mismas condiciones que la sobre-expresion. Asi pues, para
analizar la viabilidad celular en ausencia de glucosa, se dejaron las MSC 72 horas sin
glucosa (figura 39, A) y por otra parte, se trataron las MSC con 50 mM de 2-DG durante
72 horas (figura 39, B).

Tal y como puede resultar evidente, se mantuvieron las células con un 1% FBS

durante los experimentos para poder comparar con la sobre-expresion.
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Figura 39. Andlisis de la viabilidad celular mediante MTT de las MSC control (Random) o con CPT1C
silenciada (shCPT1C). A) En ausencia de glucosa durante 72h. B) Sometidas a 50 mM 2-DG durante 72h.
Encima de las barras de error se indica el porcentaje de supervivencia. *: p< 0.05. n=4
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En ambas situaciones se observa el mismo efecto, es decir, tanto en ausencia de
glucosa como cuando se inhibe la glucolisis, en las MSC que presentan la CPT1C

silenciada incrementa la mortalidad alrededor de un 30%.

7. CPT1C PROTEGE LAS MSC DE LA MEDULA OSEA EN AUSENCIA DE
GLUCOSA O CUANDO SON TRATADAS CON 2-DESOXI-D-GLUCOSA (2-DG)

Hasta el momento, se ha visto la importancia de CPT1C en la viabilidad celular de
las MSC de la pulpa dental. En este punto quisimos demostrar si CPT1C seria capaz (0 no)
de proteger MSC de otro origen.

Para averiguarlo, se utilizaron MSC de la medula dsea. De ahora en adelante, para
diferenciarlas de las que provienen de la pulpa dental, las denominaremos BM-MSC (del
inglés Bone-Marrow Mesenchymal Stem Cells). Estas fueron compradas a la casa
comercial ATCC (PCS-500-012) y cedidas amablemente por el Dr. Josep Clotet de la
Universitat Internacional de Catalunya. Se trata de células madre mesenquimales adultas

extraidas a partir de un cultivo primario de un paciente humano.

De la misma manera que las que proceden de la pulpa dental, se sobre-expreso la
CPT1C mediante la infeccion con lentivirus y posterior aislamiento de éstas por

fluorescencia con un citometro de flujo (FACS)

El primer paso fue asegurar que la CPT1C estaba correctamente sobre-expresada
(figura 40).

BM-EV BM-CPTIC
ra CPTIC

# -

Figura 40. Verificacion de la expresion de CPT1C en BM-MSC que presentan la CPT1C sobre-
expresada. WB de BM-MSC transfectadas con el plasmido vacio (BM-EV, del inglés Empty Vector) y BM-
MSC transfectadas con la secuencia que sobre-expresa CPT1C (BM-CPT1C). GAPDH: Control de carga

Una vez se supo que presentaban la CPT1C sobre-expresada, se realizaron las

mismas condiciones que con las MSC de la pulpa dental para analizar, mediante MTT, si

131



aumentaba la supervivencia. Para ello, por un lado se dejaron las MSC 72 horas sin
glucosa (figura 41, A) y se analiz6 la viabilidad celular. Por otro lado, se trataron las MSC
con 50 mM de 2-DG durante 72 horas y se observaron los efectos de la inhibicién de la

glucdlisis (figura 41, B).
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Figura 41. Analisis de la viabilidad celular mediante MTT de las BM-MSC control (EV) y BM-MSC
que sobre-expresa la CPT1C. A) En ausencia de glucosa durante 72h. B) Sometidas a 50 mM 2-DG durante
72h. Encima de las barras de error se indica el porcentaje de supervivencia. *: p< 0.05. n=3

Estos datos demuestran que la CPT1C no solo ejerce un papel protector en MSC
procedentes de la pulpa dental sino que también lo desarrolla en MSC procedentes de la
médula Osea. Este efecto se produce tanto en ausencia de glucosa como cuando son
tratadas con 2-DG.

Conviene remarcar que estos son los unicos experimentos en los cuales se han
utilizado las BM-MSC, asi pues, todo el trabajo desarrollado en esta tesis se ha llevado a
cabo con MSC procedentes de la pulpa dental.

8. LA AUSENCIA DE GLUCOSA INCREMENTA LA EXPRESION DE CPTi1C
ENDOGENA EN MSC

Una vez se concluyd que CPT1C ejercia un rol protector y que su silenciamiento
promovia mortalidad celular, quisimos averiguar si habia variaciones en la expresion de la

CPT1C endogena en MSC en ausencia de glucosa o tratadas con 2-DG.
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En primer lugar, se dejaron las MSC al 1% de suero sin glucosa durante 24h y 48h
utilizando como control MSC al 1% de suero con 25 mM glucosa, que es la concentracion
habitual. Mediante WB se observa un ligero aumento de la expresion de CPT1C a 24h, que

resulta mas evidente a 48h post-privacion tal y como muestra la figura 42, A.

A partir de este resultado, se quiso saber si tratando las MSC con 2-DG también se
obtenia un resultado similar pero no se observé ningin cambio. Se dejaron las MSC al 1%
de suero con 2-DG 50mM durante 24h utilizando como control MSC al 1% suero sin

tratar. No aumentd la expresion de CPT1C (figura 42, B) y tras 48h tampoco hubo

variacion.
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Figura 42. Expresion de CPT1C en MSC en situacion de estrés metabdlico. A) En ausencia de glucosa
durante 48h. B) Sometidas a 50 mM 2-DG durante 24h. ***: p< 0.005. B-actina: Control de carga. n=4

Este resultado demuestra que los niveles de glucosa modulan la expresion de
CPT1C de forma que se duplica la cantidad de esta proteina en ausencia de glucosa. En

cambio, la inhibicion de la glucdlisis con 2-DG no altera la expresion de CPT1C.

A partir de este punto y de cara a experimentos posteriores, se decidio utilizar
unicamente la glucosa como factor de estrés metabdlico ya que es el Unico que controla la

expresion endogena de CPT1C.
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PARTE Il

IDENTIFICACION DEL MECANISMO A TRAVES DEL CUAL CPTIC
PROTEGE A LAS CELULAS MADRE Y, EN CONSECUENCIA, PROMUEVE LA
SUPERVIVENCIA CELULAR

En esta tercera parte, se describird con detalle todos los experimentos llevados a
cabo para dilucidar el mecanismo a través del cual CPT1C protege las células madre,

dando lugar al aumento ya mencionado de la supervivencia celular.

9. LA PROTECCION QUE CONFIERE CPT1C NO ESTA INDUCIDA POR AMPK

El primer experimento que se elaboro fue analizar si era AMPK quién inducia este
efecto protector a través de CPT1C. La razon es la siguiente:

Es sabido que durante el ayuno se producen muchos cambios metabdlicos, entre
ellos la activacion de AMPK, la cual se fosforila a si misma y, a continuacion, fosforila e
inhibe a ACC (del inglés Acetyl-CoA Carboxylase), de manera que disminuyen los niveles
intracelulares de malonil-CoA, aliviando la inhibicion que ejerce éste sobre CPT1 y
permitiendo de este modo la B-oxidacion mitocondrial de acidos grasos (figura 43).

Acetyl-CoA

Figura 43. Descripcion de la ruta metab6lica AMPK-ACC-Malonil-CoA-CPT1
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Dado que en ausencia de glucosa, se activa AMPK y siguiendo la ruta metabolica
descrita se activa CPT1C, creimos que el efecto protector podia ser inducido via AMPK.
Curiosamente, cuando comparamos en condiciones fisioldgicas, MSC control y MSC que
presentaban CPT1C sobre-expresada todo parecia indicar que esta hipdtesis tenia sentido
dado que, tal y como muestra la figura 44, las células que presentan la CPT1C sobre-
expresada tienen mayor expresion de pAMPK y pACC. Por lo que se refiere a CPT1A no
hay variaciones. Este hecho no debe sorprender ya que es posible que pAMPK comporte
un aumento de pACC, disminuyan los niveles de malonil-CoA y podria aumentar la

actividad CPT1 pero no tiene por qué variar la expresion de CPT1A.

EV CPTIC
PAMPK
AMPK
PACC
ACC

— e e = CPT1A

Figura 44. Expresion de proteinas involucradas en la ruta AMPK-ACC-CPT1 en MSC. WB de
pAMPK, AMPK, pACC, ACC, CPT1A y CPT1C en MSC transfectadas con el plasmido vacio (EV) y MSC
transfectadas con la secuencia que sobre-expresa CPT1C (CPT1C). n=3

Este resultado fue sorprendente e inesperado ya que en condiciones fisioldgicas,
Unicamente sobre-expresando CPT1C, ya se observa un aumento de pAMPK y pACC
sugiriendo que hay un “feedback positivo” en el cual, no solo un aumento de pAMPK, a
través de la ruta anteriormente descrita, incrementa la actividad de CPT1C sino que el

simple hecho de sobre-expresar CPT1C estaria incrementando pAMPK.

Analizando esta imagen, pareceria evidente que AMPK es la responsable del efecto
protector de la sobre-expresion de CPT1C. Teniendo en cuenta que AMPK es una quinasa

que fosforila diversas proteinas y activa diferentes rutas de sefializacion, se decidid

135



verificar esta hipotesis con un inhibidor de la activacion de AMPK y observar si se
suprimia esta proteccion. El inhibidor utilizado fue dorsomofina, también Illamado

Compuesto C.

La idea inicial fue tratar las MSC con Compuesto C, mantenerlas durante 72h sin
glucosa y analizar si desaparecia el efecto protector de CPT1C. Como tras hacer un
seguimiento a las 24, 48 y 72h, se observo que el Compuesto C era capaz de inhibir la
fosforilacion de AMPK hasta las 48h y, a las 72h se producia un “efecto rebote”, se optd
por tratar las MSC cada 24h.

Asi pues para saber la dosis adecuada de Compuesto C, a continuacion, se muestran
MSC con CPT1C sobre-expresada tratadas con diferentes dosis de inhibidor cada 24h hasta
las 72h.

Figura 45. Expresion de pAMPK en MSC que presentan CPT1C sobre-expresada en presencia de
Compuesto C (CC). Se han tratado MSC con diferentes dosis de Compuesto C (5, 7.5 y 10 uM) cada 24h.
GAPDH: Control de carga. n=2

Como se puede apreciar, tratando con 10 uM Compuesto C cada 24h hasta las 72h

se consigue una casi total inactivacion de AMPK.

Hecho esto se procedié a realizar el experimento deseado consistente en tratar MSC
control y MSC que sobre-expresan CPT1C con 10 uM Compuesto C afiadido cada 24h
hasta las 72h. Durante estas 72h, las células estuvieron sin glucosa y al 1% de suero. El

resultado es el siguiente (figura 46):
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Figura 46. Analisis de la viabilidad celular mediante MTT de las MSC control (EV) y MSC con
CPT1C sobre-expresada en presencia o ausencia de 10 uM Compuesto C y en presencia (barras
blancas) o ausencia (barras negras) de glucosa durante 72h. Se ha afiadido 10 pM Compuesto C cada 24h
hasta las 72h. Todas ellas se han mantenido al 1% FBS. *: p< 0.05 n=3

Estos resultados nos llevaron a concluir que las MSC con CPT1C sobre-expresada
no sobreviven més debido a la induccion de la activacion de AMPK ya que aunque AMPK
esté inhibida (con Compuesto C en este caso), CPT1C sigue ejerciendo su rol protector.

10. CPT1C NO CONFIERE MAYOR CAPACIDAD OXIDATIVA DE ACIDOS
GRASOS A LAS MSC

Dado que en esta proteccion no interviene la via AMPK-ACC-CPT1 se procedi6 a

analizar el estado energético de las MSC.

En primer lugar, se opt6 por analizar si la sobre-expresion de CPT1C aumentaba la
capacidad de oxidacion de los acidos grasos de las MSC. La razon principal para proceder
a este tipo de ensayo es que las enzimas CPT1A y CPT1B tienen como funcion principal
oxidar acidos grasos. Y aunque es cierto que esta descrito que CPT1C tiene poca actividad

catalitica, merecia la pena estudiar que ocurria cuando estaba sobre-expresada.

La segunda razon por la que consideramos oportuno esta prueba fue que Zaugg y

colaboradores habian demostrado que las células tumorales que sobre-expresaban CPT1C
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sobrevivian mas gracias a una mayor capacidad oxidativa de &cidos grasos (35). En
consecuencia, resultaba plausible que las células madre, al tener tanta similitud con las

células tumorales, usaran un mecanismo parecido.

Los ensayos de oxidacion de acidos grasos fueron realizados en la sala de
radioactividad de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Barcelona en colaboracién

con Joan Mir y la Dra. Dolors Serra.

En primer lugar, se llevé a cabo el ensayo de oxidacion de &cidos grasos con
palmitato sddico marcado con carbono 14 de la manera habitual cuando se realizan este
tipo de experimentos, es decir, manteniendo las células con 5mM glucosa. Esta
concentracion es la mas utilizada y consiste en reducir un 80% la glucosa del medio

fomentando asi la oxidacion.

Se analizo la capacidad oxidativa en MSC con el plasmido vacio y en MSC con la
CPT1C sobre-expresada y el resultado se muestra en la figura 47, A. Se muestra la
conversion del palmitato radioactivo a CO, y a cuerpos acidos solubles (ASP, del inglés
Acid-Soluble Products) (cuerpos cetonicos). Este grafico muestra que las MSC que
presentan la CPT1C sobre-expresada no solo no oxidan mas acidos grasos sino que incluso
se observa una disminucion significativa de los niveles de CO, radioactivo, en
consecuencia, ni oxidan mas &cidos grasos tal y como hipotetizdbamos ni producen mas

ATP por esta via.

Resultd tan sorprendente este dato que consideramos que tal vez como las MSC
obtienen mas del 90% de energia a partir de la glucdlisis, estarian utilizando esa pequefia
cantidad de glucosa (5mM) para sobrevivir ya que los valores de oxidacion de acidos

grasos son extremadamente bajos.

Entonces procedimos a realizar el mismo experimento en ausencia total de glucosa
y asi no dar otra alternativa a las MSC que no fuera oxidar acidos grasos. Como muestra la
figura 47, B se sigue observando una pequefia disminucion de la capacidad oxidativa en las
MSC con CPT1C sobre-expresada aunque en este caso no resulta significativa,

posiblemente porque el tamafio de la muestra no es suficientemente grande.

Independientemente del tamafio de la muestra, queda patente que la sobre-

expresion de CPT1C no conlleva un aumento de la capacidad oxidativa de &cidos grasos.
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Conviene comentar que la figura muestra un resultado coherente entre si ya que al
pasar de 5mM de glucosa a ausencia total de glucosa, las MSC aumentan

considerablemente la oxidacion de las grasas (unas 50 veces).
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Figura 47. Analisis de la capacidad oxidativa de acidos grasos de las MSC con plasmido vacio (EV) o
con plasmido que sobre-expresa la CPT1C en A) presencia o B) ausencia de glucosa. En la figura A la
concentracion empleada de glucosa ha sido 5mM. *: p< 0.05. n=2

Aun asi, si comparamos los valores de oxidacion de estos ensayos con los valores
de células que usan los &cidos grasos como sustrato energético principal, como los
adipocitos (Lnmol/ [mg x h]) (174), resulta evidente que estos valores son irrisorios,
demostrando que las MSC oxidan pocas grasas, tal y como esta ampliamente descrito por

la comunidad cientifica.

Lo que resulta evidente con estos ensayos es que, a diferencia de las células
tumorales, la sobre-expresion de CPT1C no conlleva mayor capacidad oxidativa de acidos

grasos por parte de las mitocondrias en MSC.

Este resultado, sorprendente a la vez que interesante, rechazaba la segunda

hipétesis que se habia planteado al inicio de este manuscrito.

A pesar que no hubo variaciones en los ensayos de oxidacion de acidos grasos, se
quiso analizar si estaban alterados los niveles de expresion de CPT1A, ya que es la enzima
encargada de introducir los acidos grasos en el interior de las mitocondrias para su
posterior B-oxidacion. Asimismo, se analizé por WB la expresion de CPT1A tras 4 y 24
horas sin glucosa y en ningun caso se observo un aumento de expresion como se muestra

en la figura 48.
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Figura 48. Expresion de CPT1A en MSC control y en MSC que sobre-expresan la CPT1C en
presencia o ausencia (de 4 y de 24h) de glucosa. p-actina: Control de carga

Es cierto que podria variar la actividad CPT1 pero no tiene por qué aumentar la
expresion. Asi pues, estos resultados concuerdan con los ensayos de B-oxidacion de acidos

grasos.

Llegados a este inesperado punto, surgieron nuevas ideas para intentar averiguar el

mecanismo tal y como se desarrolla seguidamente.

11. EN AUSENCIA DE GLUCOSA, LAS MSC QUE PRESENTAN CPT1C SOBRE-
EXPRESADA PRODUCEN MAS ATP QUE LAS MSC CONTROL

A partir del resultado anterior, result6d interesante averiguar la cantidad ATP que
producian las MSC en situacién basal y cuando sobre-expresaban la CPT1C ya que la

produccion de ATP podria informarnos de la cantidad de energia que generan.

Estos ensayos de medicion de ATP mediante luminiscencia se realizaron
simultaneamente en presencia y en ausencia de glucosa y asi poder comparar entre ellos.

Como ya es habitual, se analizaron MSC control y MSC con CPT1C sobre-
expresada. Las células se mantuvieron durante 36h con o sin glucosa y, como siempre, con

1% de suero durante el tratamiento.
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Los resultados se resumen en la figura siguiente:
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Figura 49. Anélisis de la producciéon de ATP de las MSC control (EV) o con CPT1C sobre-expresada
en presencia (barras blancas) o ausencia (barras negras) de glucosa. *: p< 0.05, ***: p< 0.005 n=3.

A partir de este resultado, se pueden extraer varias conclusiones. La primera de
ellas y, la mas importante, es que en ausencia de glucosa, las MSC con CPT1C sobre-
expresada producen un 16% mas de ATP que aquellas que tienen niveles basales de la
proteina.

La segunda es que este resultado concuerda con el hecho que estas MSC que sobre-
expresan CPT1C, en las mismas condiciones, tienen una viabilidad superior y ademas el
porcentaje de ATP que producen de mas esta en la misma linea que el porcentaje de

supervivencia adicional (alrededor de un 15%).

Y la tercera idea a tener en cuenta es que estos datos coinciden con los de Zaugg y
colaboradores en cuanto a la produccion de ATP (las células tumorales con CPT1C sobre-
expresada producen un 20% mas de ATP) (35) aunque, como ya se ha detallado
anteriormente, en MSC no es debido a una mayor capacidad de las mitocondrias para la

oxidacion de acidos grasos.
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12. EN AUSENCIA DE GLUCOSA, CPTIC AUMENTA LA SINTESIS DE
AUTOFAGOSOMAS

De cara a intentar averiguar por qué CPT1C confiere proteccién a las MSC y
sabiendo que no hay glucosa en el medio y que no es mediada por la oxidacion de acidos

grasos, surgio la posibilidad de que hubiera variaciones en la autofagia.

Estos experimentos se hicieron en presencia y en ausencia de glucosa comparando

las MSC control (EV) con aquellas que presentan la CPT1C sobre-expresada.

En la figura siguiente (figura 50) se muestra el resultado obtenido a través de
Western Blot. En ella también se muestra la cuantificacion de la conversion de LC3I a
LC3Il mediante el ratio LC3Il / LC3I, que es una forma de cuantificar la cantidad de

autofagosomas.
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Figura 50. Expresion y cuantificacién de LC3I1 / LC31 en MSC en presencia de o ausencia de glucosa.
WB de LC3Il, LC3l y CPT1C en MSC control (EV) y en MSC que sobre-expresan CPT1C. B-actina:
Control de carga, GFP: Control de infeccion. Cuantificacion del ratio LC311/ LC3I. n=4

Tal y como muestran los datos, no se aprecian variaciones en el ratio LC3I1 / LC3I.
Aungue no se observen variaciones, este experimento no nos informa de si el ciclo
autofagico (desde que se produce el fagdforo y capta los organulos hasta que éstos son
disgregados y expulsados por el autolisosoma) estda mas aumentado o menos dado que se

analiza el ratio LC3I1 / LC3I en un momento puntual.

Partiendo de este resultado, de cara a analizar si el ciclo transcurre mas rapido,
igual o mas lento en comparacion con las MSC con CPT1C basal, se optd por usar un
inhibidor lisosomal, la cloroquina. Esto permite cuantificar la formacion total de

autofagosomas en respuesta a un estimulo (la privacion de nutrientes en nuestro caso) ya
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que se impide su degradacion por parte del lisosoma debido a un aumento del pH. Mas
precisamente, el pH del lisosoma es &cido y la cloroquina lo aumenta inactivando asi las

enzimas lisosomales.

Asi pues, se trataron todas las células con 100 uM cloroquina y se realizo el misto

tipo de ensayo. En la figura 51 se muestra el resultado:
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Figura 51. Expresién y cuantificacién de LC311/ LC3l en MSC en presencia de o ausencia de glucosa y
tratadas con 100uM cloroquina. WB de LC3II, LC3l y CPT1C en MSC control (EV) y en MSC que sobre-
expresan CPT1C. B-actina: Control de carga, GFP: Control de infeccién. Cuantificacién del ratio LC3II /
LC3I. *: p<0.05. n=4

Estos resultados son altamente interesantes porque demuestran que, en presencia de
cloroquina y combinado con la ausencia de glucosa, las MSC con CPT1C sobre-expresada
presentan un mayor ratio LC311 / LC31 en comparacion con las MSC control (EV). Tal y
como se ha detallado anteriormente, se analiza la conversion de LC3l a LC3Il y en esta
imagen queda de manifiesto que la sobre-expresion de CPT1C conlleva un aumento del

ratio LC3I1/ LC3l y, en consecuencia, una mayor sintesis de autofagosomas.

Estos ensayos sugieren que la sobre-expresion de CPT1C comporta un aumento del

ciclo autofagico.

13. CPT1C NO PROTEGE LAS MSC CUANDO SE PARALIZA EL CICLO
AUTOFAGICO EN AUSENCIA DE GLUCOSA

Posiblemente, a partir del resultado anterior surja la pregunta siguiente: ¢ Tratando
con cloroquina las MSC que sobre-expresan CPT1C en ausencia de glucosa, siguen

sobreviviendo mas que si no se tratan con el inhibidor?
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Esta es la pregunta que nos surgié una vez hechos los experimentos de autofagia y
decidimos realizar ensayos de viabilidad tras el interés que despertaba esta nueva hipotesis.

Tal y como se ha realizado en todo momento, comparamos la supervivencia de las MSC
control con las MSC que presentan CPT1C sobre-expresada. En este caso, el experimento
se realiz0 en presencia y en ausencia de glucosa y ademaés, en cada caso, se mantuvieron

MSC tratadas con cloroquina y MSC sin tratar.

Antes de detallar el resultado, conviene comentar que los datos sobre si CPT1C
conferia proteccion o no en presencia de cloroquina, debian obtenerse tras 72h en ausencia
de glucosa, ya que era el tiempo en el cual se habia visto previamente un 20%

aproximadamente de supervivencia adicional.

El problema que emergid fue que tras 72h en ausencia de glucosa y tratadas con
cloroguina apenas quedaban células vivas. Asi pues, la estrategia fue realizar 48h sin

glucosa seguidas de 24h adicionales sin glucosa y con cloroquina afiadida.

La figura 52 muestra los resultados obtenidos.
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Figura 52. Andlisis de la viabilidad celular mediante MTT de las MSC con plasmido vacio (EV) o con
plasmido que sobre-expresa la CPT1C en presencia o ausencia de 100 UM cloroquina y en presencia
(barras blancas) o ausencia (barras negras) de glucosa durante 72h. Se ha afiadido 100 pM cloroquina a
las 48h. Todas ellas se han mantenido al 1% FBS. *: p< 0.05. n=4

Si analizamos con detalle este grafico, podemos extraer las siguientes conclusiones:
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La primera es que, en presencia de glucosa, la cloroquina no ha afectado a la
viabilidad celular tal y como debia suceder.

La segunda es que, en ausencia de glucosa, las MSC con CPT1C sobre-expresada

sobrevivieron mas tal y como se habia demostrado anteriormente.

Y la tercera observacion y mas importante es que en ausencia de glucosa la CPT1C

deja de conferir proteccion cuando se paraliza el ciclo autofagico con cloroquina.

Estos resultados demuestran que CPT1C confiere proteccion a través de la

autofagia y ésta es clave para la supervivencia celular.

14. CPT1C NO INCREMENTA LA PRODUCCION DE ATP CUANDO SE
PARALIZA EL CICLO AUTOFAGICO EN AUSENCIA DE GLUCOSA

Teniendo en cuenta los Gltimos ensayos de supervivencia comentados, cuando se
paralizaba el ciclo autofagico aquellas MSC que sobre-expresaban CPT1C dejaron de
sobrevivir méas respecto las MSC control. Estos datos nos hicieron suponer que si

sobrevivian menos, muy probablemente producirian menor cantidad de ATP.

Para verificar estas hipotesis realizamos ensayos de luminiscencia para analizar la

produccién de ATP en ambos casos.

En primer lugar, se quiso evaluar como afectaba la cloroquina (inhibidor de la

degradacion de autofagosomas) a la produccion de ATP.

Este experimento se llevo a cabo en ausencia de glucosa y al 1% FBS en todos los
casos y se analizaron MSC control (EV) y MSC con CPT1C sobre-expresada. De cara a
simular las condiciones utilizadas en los ensayos anteriores de ATP en los cuales las
células se mantuvieron durante 36h con o sin glucosa, esta vez se realizaron 12h sin

glucosa seguidas de 24h sin glucosa con 100 uM cloroquina afiadida.

En la figura siguiente se pueden observar los resultados obtenidos:
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Figura 53. Andlisis de la produccién de ATP de las MSC control (EV) y de las MSC que sobre-
expresan CPT1C en presencia (barras negras) o en ausencia (barras blancas) de cloroquina. El ensayo
se llevé a cabo en ausencia total de glucosa *: p< 0.05. n=2.

Por un lado, tal y como ya era de esperar, en ausencia de glucosa, aquellas que
sobre-expresan CPT1C produjeron mas ATP. Por otro lado y aqui radica el dato més
interesante, cuando las células son tratadas con cloroquina, a pesar de sobre-expresar
CPT1C, no se produce este aumento en la produccion de ATP, lo cual corrobora la idea
que se ha demostrado anteriormente. Mas precisamente, parece ser que el ciclo autofagico
es necesario para que CPT1C aumente la produccion de ATP. Dicho en otras palabras, al
estar parado el ciclo autofagico, las MSC que presentan CPT1C sobre-expresada no
pueden producir mayor cantidad de ATP y en consecuencia, no son capaces de sobrevivir

mas en situacion de estrés ya que CPT1C no es capaz de ejercer un efecto protector.

15. EN AUSENCIA DE GLUCOSA, CPT1C PROMUEVE LA FORMACION DE
CUERPOS LIPIDICOS

En paralelo a los resultados anteriores sobre el ciclo autofagico, se analizd la
formacion de cuerpos lipidicos. La razén de dichos ensayos es que previamente en nuestro
laboratorio habiamos observado que neuronas hipocampales de cultivos primarios de
ratones deficientes de CPT1C, generaban menos cuerpos lipidicos una vez tratadas con

acidos grasos. En la misma direccion, vimos que neuronas hipotaldmicas de raton
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procedentes de una linea celular de (GT1-7) con CPT1C silenciada generaban menos
cuerpos lipidicas cuando se les suministraba &cidos grasos (tesis Macarena P0zo).

La segunda razén por la que quisimos analizar los cuerpos lipidicos era porque esta
descrito que en privacion de nutrientes se activa la autofagia lo que conlleva un aumento
transitorio de la formacion de cuerpos lipidicos (175). Quisimos analizar si la ausencia de
glucosa (que también forma cuerpos lipidicos pero muchos menos que con el tratamiento
con &cidos grasos) producia mas o menos cuerpos lipidicos en funcién de los niveles de
CPT1C.

Para ello, se dejaron MSC control y MSC con CPT1C sobre-expresada en presencia
y/o ausencia de glucosa durante 6h y se analiz6 la formacion de cuerpos lipidicos. A

continuacion (figura 54), se muestran las imagenes:
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Figura 54. Andlisis de la formacién de cuerpos lipidicos (LD) en MSC control (EV) y en MSC que
sobre-expresan la CPT1C en presencia (barras blancas) o ausencia (barras negras) de glucosa durante
6h. A) Iméagenes teflidas con Hoechst (Blue), Nile Red (Red) y su superposicién (Merge). B) Numero de
cuerpos lipidicos por célula en presencia o ausencia de glucosa durante 6h. C) Area de los cuerpos lipidicos
en presencia o ausencia de glucosa durante 6h. Todas ellas se han mantenido al 1% FBS. **: p<0.01. n=3

Los resultados muestran, en primer lugar, que las MSC cultivadas en medio con
suero al 1% ya presentan pequefios cuerpos lipidicos (LD). En segundo lugar, queda
patente que el area de los LD formados tras 6h sin glucosa es la misma en las MSC control
(EV) que en aquellas que sobre-expresan la CPT1C. Y la tercera y mas importante es que,

en ausencia de glucosa, las MSC que sobre-expresan CPT1C producen mas LD que
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aquellas que tienen CPT1C en estado basal, mas concretamente, se trata de un ratio 3:1

aproximadamente.

Este aumento de cuerpos lipidicos en las MSC que sobre-expresan CPT1C, a las 6h
sin glucosa, podia ser debido al aumento del ciclo autofagico analizado por WB (ratio
LC3I1 / LC3I) que se ha detallado anteriormente o, bien al contrario, podia ser que un
aumento de cuerpos lipidicos estuviera promoviendo la autofagia (176) o simplemente ser
procesos independientes. Para averiguarlo se realizd el ensayo que se describe

seguidamente.

16. LA AUTOFAGIA ES UN PASO PREVIO A LA FORMACION DE CUERPOS
LIPIDICOS PARA QUE CPT1C CONFIERA PROTECCION A LAS MSC

Dado el gran interés gue nos suscitaron estos ultimos resultados, nos preguntamos:
¢Las MSC fagocitan sus propios organulos para liberar, entre otras moléculas, acidos

grasos generando cuerpos lipidicos que seran posteriormente oxidados (175,177)?

Para resolver el enigma se utilizé un experimento sencillo consistente en tratar las
células con cloroquina (inhibidor del lisosoma) y analizar la formacion de cuerpos lipidicos

tinéndolos con “Nile Red” tal y como se ha realizado anteriormente.

Se trataron las MSC control y MSC que sobre-expresaban la CPT1C y se
mantuvieron durante 6h sin glucosa, o bien durante, 6h sin glucosa y con cloroquina

afadida.

El resultado es el siguiente (figura 55):
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Figura 55. Andlisis de la formacidén de cuerpos lipidicos (LD) en MSC control (EV) y en MSC que
sobre-expresan la CPT1C en ausencia de glucosa durante 6h y en presencia (barras blancas) o
ausencia (barras negras (fig.54, B)) de cloroquina 100 uM. Namero de cuerpos lipidicos por célula. Todas
ellas se han mantenido al 1% FBS. *= p<0.05. ***=p<0.005. n=3

Analizando esta grafica queda de manifiesto que el tratamiento con cloroquina ha
reducido considerablemente la formacion de cuerpos lipidicos. Esta reduccién se ha
producido tanto en las que MSC control (EV) como en las MSC que sobre-expresan

CPTL1C, siendo ademas una disminucion proporcional en ambos casos.

Este resultado demuestra que el ciclo autofagico es un paso previo a la formacion
de cuerpos lipidicos sugiriendo que las MSC fagocitan sus propios organulos para liberar,
entre otras moléculas, acidos grasos generando cuerpos lipidicos que seran posteriormente
oxidados mediante la B-oxidacion mitocondrial. Esta misma teoria fue observada
recientemente por Gruia y colaboradores en MSC de la médula 6sea cuando se
diferenciaban a adipocitos (177), en la cual la autofagia también resultaba ser un paso
previo a la generacion de cuerpos lipidicos.

Hay que tener en cuenta que, incluso en presencia de cloroquina, las células que
sobre-expresan CPT1C, tienen un 20% mas de cuerpos lipidicos que las MSC control. Ello
significa que la mayoria de cuerpos lipidicos formados en las MSC con CPT1C sobre-
expresada provienen de la autofagia, aunque una pequefia parte es independiente de este

proceso.

Conviene destacar que el area de los LD no variaba entre las que tienen plasmido
vacio (EV) y las que tienen CPT1C sobre-expresada.

149



17. CPT1C NO PROTEGE LAS MSC CUANDO SE INHIBE LA DEGRADACION
DE CUERPOS LIPIDICOS

Anteriormente, se ha demostrado que la autofagia es un proceso clave y esencial
para la supervivencia celular. Ademas, se ha demostrado que la CPT1C promueve la
formacion de cuerpos lipidicos en situacion de ayuno. Dados estos resultados, parecia
probable que si se inhibia la degradacién de los cuerpos lipidicos, CPT1C no podria
conferir supervivencia a las MSC en situacion de estrés. Con esta idea en mente, se

procurd disefiar un experimento que permitiese verificar si dicha hipétesis era cierta o no.

El experimento consistid en inhibir farmacologicamente la ATGL, que es la enzima
encargada de hidrolizar los triglicéridos (TAG) de los cuerpos lipidicos (LD) en
diacilglicéridos (DAG), primer paso de la lipolisis. El inhibidor farmacolégico utilizado
fue DEUP.

Antes de realizar este ensayo con DEUP, para asegurar que la dosis de DEUP era
adecuada y que estabamos inhibiendo considerablemente la ATGL, se decidio tratar las
células con DEUP y analizar la formacion de cuerpos lipidicos tifiéndolos con “Nile Red”.
Si se observaba un aumento de LD, significaria que la dosis utilizada seria la adecuada. Se
probd con 100 uM tal y como se hizo en el articulo de Rambold y colaboradores (175).

Se trataron MSC con plasmido vacio y MSC que sobre-expresaban la CPT1C y se
mantuvieron durante 6h sin glucosa, o bien durante 6h sin glucosa y con DEUP afadido,

simulando las mismas condiciones que en los experimentos ensayados con cloroquina.

Seguidamente (figura 56), se observa que la dosis empleada fue la adecuada.
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Figura 56. Analisis de la formacién de cuerpos lipidicos (LD) en MSC control (EV) y en MSC que
sobre-expresan la CPT1C en ausencia de glucosa durante 6h y en presencia (barras blancas) o
ausencia (barras negras (fig.54, B)) de DEUP 100 uM. Namero de cuerpos lipidicos por célula. Todas
ellas se han mantenido al 1% FBS. *= p<0.05. n=3

Consideramos que la dosis empleada es la adecuada ya que si comparamos las
células tratadas con DEUP respecto las no tratadas, queda patente que tanto en las MSC
control (EV) como en las MSC que mantienen CPT1C sobre-expresada se han acumulado
mas LD al ser tratadas con DEUP, sugiriendo que la enzima ATGL ha sido correctamente
inhibida y los TAG contenidos en los LD no se han podido hidrolizar. Curiosamente, este
acumulo también es proporcional si comparamos por separado las que tienen plasmido

vacio (EV) con las que sobre-expresan CPT1C.

Igual que en el tratamiento con cloroquina, el area de los LD no variaba entre

ambos grupos de células.

Llegados a este punto, ya sabemos la dosis de DEUP adecuada para verificar si,
como se ha dicho al inicio de este punto, tratando con el inhibidor se produce un acimulo
de LD, éstos no se pueden degradar y, en consecuencia, CPT1C no es capaz de conferir

supervivencia a las MSC.

Siguiendo con el mismo método empleado en el experimento de supervivencia con
cloroquina, el ensayo de viabilidad celular se realizo manteniendo las MSC durante 48h sin
glucosa seguidas de 24h adicionales sin glucosa con DEUP afiadido.

El resultado obtenido se muestra en la figura siguiente:
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Figura 57. Andlisis de la viabilidad celular mediante MTT de las MSC con plasmido vacio (EV) o con
plasmido que sobre-expresa la CPT1C en presencia o ausencia de 100 uM DEUP y en presencia
(barras blancas) o ausencia (barras negras) de glucosa durante 72h. Se ha afiadido 100 uM DEUP a las
48h. Todas ellas se han mantenido al 1% FBS. *: p< 0.05. n=4

A partir de estos ensayos de supervivencia se concluyd en primer lugar que, en
presencia de glucosa, el DEUP no altera la viabilidad celular tal y como era de esperar para
dar el experimento por valido. En segundo lugar, en ausencia de glucosa, las MSC con

CPT1C sobre-expresada sobreviven mas tal y como se ha demostrado anteriormente.

Y en tercer lugar y lo mas relevante, es que en ausencia de glucosa, la CPT1C deja
de conferir proteccion cuando se inhibe la degradacion de los cuerpos lipidicos con DEUP,
lo cual pone de manifiesto que la lipdlisis, y la posterior liberacion de acidos grasos a partir

de los cuerpos lipidicos, es imprescindible para su supervivencia.

18. EN AUSENCIA DE GLUCOSA, CUANDO SE INHIBE LA DEGRADACION
DE CUERPOS LIPIDICOS, LAS MSC QUE PRESENTAN CPT1C SOBRE-
EXPRESADA PRODUCEN MENOS ATP

De la misma manera que se analizé la produccion de ATP cuando se paralizaba el
ciclo autofagico, se procedié a realizar el mismo tipo de experimento pero esta vez

inhibiendo la lipdlisis. También se realiz en ausencia de glucosa y al 1% FBS.
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De la misma forma que se hizo con el ensayo de viabilidad celular (MTT), el
inhibidor farmacoldgico utilizado fue DEUP.

Imitando al experimento anterior de generacion de ATP, se utilizaron MSC control
y MSC con CPT1C sobre-expresada y el tratamiento fue de 12h sin glucosa seguidas de
24h sin glucosa con 100 uM DEUP afadido, sumando asi las 36h totales. Seguidamente

(figura 58), se muestra el resultado:
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Figura 58. Anélisis de la produccién de ATP de las MSC control (EV) y de las MSC que sobre-
expresan CPT1C en presencia (barras negras) o en ausencia (barras blancas) de DEUP. El ensayo se
llevé a cabo en ausencia total de glucosa *: p< 0.05. n=2.

Nuevamente se puede visualizar que, tal y como se demostré anteriormente
(resultado 11), en ausencia de glucosa, las MSC que presentan CPT1C sobre-expresada
producen mas ATP.

Si resulta de especial interés que cuando ademas de quitar la glucosa del medio, se
tratan las MSC con DEUP para inhibir la degradacion de los cuerpos lipidicos, éstas
producen la misma cantidad de ATP independientemente de los niveles que CPT1C que

dispongan.

Este resultado sugiere que para que las MSC con CPT1C sobre-expresada puedan
sobrevivir mas, resulta imprescindible que los acidos grasos que almacenan en forma de
cuerpos lipidicos, sean metabolizados mediante el proceso de lipolisis para ser

posteriormente oxidados en la mitocondria y puedan generar ATP. De lo contrario, si se
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trunca este proceso en algin punto, las células, por mucho que aumenten los niveles de la

proteina CPT1C no son capaces de aumentar su supervivencia en ausencia de glucosa.
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CAPITULO 6

DISCUSION
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¢Son las células madre la cura para cualquier enfermedad? ¢ Es real que el potencial
de las células madre es ilimitado? ¢ Seremos capaces de probar todo tipo de farmacos con
células madre para averiguar si son viables 0 no? A dia de hoy, surge una gran cantidad de
preguntas acerca de las células madre dados los grandes avances en este campo en el siglo
XXI. Si bien es cierto que las células madre han abierto un camino muy amplio para
explorar y que tiene grandes perspectivas, no podemos concluir que todo es posible, sino
que también presentan adversidades. Asimismo, es un campo con grandes perspectivas

pero aun quedan muchos obstaculos que superar.

Las células madre nos ayudan a comprender los procesos de diferenciacion celular,
cémo se forman los tejidos y cdmo se desarrolla un nuevo organismo desde el momento en
que un 6vulo es fecundado. En consecuencia, identificar los mecanismos que determinan si
la célula sigue replicandose o bien opta por diferenciarse a una célula especializada nos

ayudara a comprender qué controla su adecuado desarrollo.

Algunas enfermedades graves, como el cancer o los defectos congénitos, se deben a
una diferenciacién y una division andmala de las células. Conocer las causas genéticas y
moleculares de estos procesos puede aportar informacién sobre cdémo surgen estas
enfermedades y qué estrategias disefiar para realizar el tratamiento mas idéneo. Asi pues,
ésta es una de las aportaciones mas importantes de las células madre: la obtencion de

nueva informacién acerca de estas causas.

Actualmente gracias a que las células madre son aplicables en medicina
regenerativa, ya es posible utilizarlas para tratar quemaduras considerables o para restaurar
el sistema sanguineo en personas que padecen leucemia, entre otros usos. Ademas, también
son utiles para reemplazar células que se pierden en determinados tejidos en algunas
enfermedades que no siempre tienen tratamiento. A dia de hoy, es frecuente utilizar
organos donados a la ciencia para reemplazar 6rganos dafiados pero es tal la necesidad de
dichos 6rganos que no hay suficiente suministro. Si pudiéramos dirigir las células madre
para que se diferenciaran al tipo celular deseado, esto supondria una fuente de células
renovables casi ilimitada y se podrian tatar enfermedades cardiacas, ictus, diabetes o
Parkinson, entre otras. Este hecho resulta fascinante pero todavia hay muchos obstaculos
técnicos que requieren esfuerzo y muchos afios de investigacion necesaria para que esta

idea utdpica sea una realidad.
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Otra de las grandes aplicaciones de las células madre es el estudio de enfermedades.
A menudo, es complejo aislar aquellas células del organismo dafiadas durante una
enfermedad para ser estudiadas. En cambio, con el uso de células madre, ya lleven el gen
de la enfermedad o sean manipuladas en el laboratorio para que lo contengan, se consigue
una alternativa viable. Esto permitiria estudiar en cada enfermedad qué ha dejado de

funcionar y cdmo enfocar una posible solucion.

Y por otra parte, las células madre permiten reducir la experimentacién animal
dado que se pueden generar células especializadas a partir de células madre para el

posterior estudio de farmacos.

Todas estas aplicaciones en el terreno de la medicina regenerativa hacen que el
descubrimiento de una nueva proteina en células madre adultas, la CPT1C, pueda despertar

curiosidad entre la comunidad cientifica.

Con todo lo descrito hasta la fecha, queda de manifiesto que CPT1C posee una
funcién muy distinta a las otras dos isoformas conocidas, CPT1A y CPT1B. Basicamente,
hay dos motivos que apoyan este hecho: el primero es que CPT1C se localiza en la
membrana del reticulo endoplasmatico y no en la membrana mitocondrial externa tal y
como si sucede con las otras dos isoformas. El segundo es que a pesar de que la secuencia
de CPT1C es muy similar respecto las otras dos y hay un elevado porcentaje de afinidad y
potencialmente podria catalizar la misma reaccién con una cinética parecida, los resultados
publicados por nuestro grupo (33), y los datos ahora presentes en esta tesis, demuestran
que CPT1C no participa en la oxidacion de palmitato, al menos en células PC12 ni en HEK
293T ni en MSC.

Dado que, a diferencia de las isoformas A y B, no esta involucrada en la obtencion
de energia a partir de la oxidacion de acidos grasos, todo indica que debe tener un rol méas

relacionado con funciones especificas del reticulo endoplasmatico.

Ademas, los escasos estudios realizados en células madre para las isoformas Ay B
son poco profundos, dado que no se sabe con precision si podrian tener un rol relevante.
Esto conlleva que este trabajo sea muy novedoso ya que no solo demuestra con claridad la
expresion de CPT1C en células madre sino que muestra una posible funcion altamente

interesante, como es que la supervivencia de las células madre, en ausencia de glucosa,
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estd mediada por CPT1C y lo realiza a través de la autofagia. Asimismo, es la primera vez
que CPT1C se relaciona con la formacion de autofagosomas.

A nivel metabolico, en 2015, dos publicaciones similares (178,179), una de las
cuales perteneciente a nuestro grupo, revelaron que CPT1C participaba en el tréafico
intracelular de los receptores del neurotransmisor glutamato (GluAl). La modulacion del
trafico de membrana de estos receptores es fundamental para la correcta actividad sinéptica
y plasticidad neuronal, lo cual sugiere que CPT1C podria tener un papel destacado en
aprendizaje (46). A nivel fisiologico, CPT1C participa en otros procesos tales como el

control de la homeostasis energética (32,37) o la funcién motora.

A pesar de que la funcién de CPT1C no es totalmente conocida, ya es sabido que
esta ligada a la disponibilidad de nutrientes y al estrés metabdlico (38,180). Curiosamente,

en las células tumorales, les confiere resistencia en situacion de hipoglucemia y de hipoxia.

Adicionalmente, el descubrimiento de CPT1C en células madre adultas que se
muestra en este trabajo resulta realmente atractivo, pues comprender el mecanismo a traves
del cual ejerce su accion en estas células, puede aportar informacion sobre como interviene

en células tumorales (35).

Asi pues, discutiré los resultados de este estudio secuencialmente: en primer lugar
discutiré la expresion de CPT1C en células madre, a continuacién, explicaré en qué
situaciones de estrés metabdlico CPT1C confiere proteccion a las células madre
mesenquimales, donde se destacara la ausencia de glucosa. Y para finalizar, trataré como
CPT1C promueve la supervivencia celular y qué similitud podria tener con el tejido

prioritario en el cual se expresa: el cerebro.

1. UN NUEVO TIPO CELULAR PARA CPT1C: LAS CELULAS MADRE

Hasta la fecha, los expertos en CPT1 siempre han considerado a la isoforma C
como la isoforma cerebral. Razdn no les falta, pues desde que Price y colaboradores la
descubrieron en 2002 (12), ha sido ampliamente descrita en neuronas y esta especialmente
enriquecida en el hipotdlamo e hipocampo. Nuestro grupo también corrobor6 en 2008 que

se expresaba en neuronas y que no estaba presente en astrocitos, incluso demostré que se
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localizaba en el reticulo endoplasmatico (33) pero en todo momento se mantuvo la idea
que era claramente cerebral. Resulta Ilamativo que CPT1C se encuentre, Unicamente, en
las neuronas de organismos mamiferos ya que esto sugiere que debe desarrollar alguna

funcidn superior en el cerebro como podria ser el aprendizaje y la memoria.

A diferencia las isoformas A y B, a las que se les atribuye una gran variedad de
organos, especialmente a la A, en el caso de la C Unicamente se ha demostrado en cerebro
y ligeramente en testiculos, en sus inicios (12).

Esta percepcion se ha mantenido siempre y no fue hasta 9 afios mas tarde, en 2011,
cuando se le atribuy6 un nuevo tejido: el tejido tumoral. Esta aportacioén de Zaugg y Reilly,
unida al hecho que no solo mostraban resultados murinos sino tumores humanos, generé
gran expectacion. Ya no solo era una proteina cerebral (sin menospreciar todo lo publicado

hasta la fecha en este 6rgano) sino que también se expresaba en células tumorales.

En 2012-2013 (cuando se inici6 este trabajo) surgid la hipdtesis que CPT1C podria
estar en células madre dado que poseen un fenotipo similar a las tumorales y nuestros

resultados asi lo demuestran.

Resulta complicado responder a la clasica pregunta que siempre ha estado en el
aire: ¢Hasta qué punto expresan CPT1C las células madre si lo comparamos con un
cerebro humano? Se han hecho muchas pruebas para responder esta cuestion y aunque
parezca sencilla, no hay nada més lejos de la realidad. En primer lugar, porque una célula
madre dispone de muchos estadios antes de entrar en un proceso de senescencia o bien de
diferenciacion. Si bien nuestros resultados demuestran que claramente se expresa en
células madre adultas mesenquimales (y por lo tanto, multipotentes) también vimos que se

expresa en pluripotentes.

En segundo lugar, la comparativa resulta complicada porque el analisis en cerebro,
como es evidente, siempre sera post-mortem. Desde el momento en el que fallece la
persona hasta que el cerebro es extraido transcurre una serie de horas considerable a pesar
gue se intentan mantener integras las estructuras, esto conlleva que por muy minucioso que
sea el ensayo posterior, éste nunca sera totalmente exacto. En modelos animales el proceso
es mucho més rapido, en cuestion de minutos, el animal es sacrificado, el cerebro es

extraido y ya se puede realizar el experimento deseado.
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Y el tercer motivo que dificulta la respuesta es que CPT1C se encuentra en
neuronas y estas solo representan un 10% del cerebro. De nuevo, surge un problema
similar al anterior ya que no se puede (evidentemente no es ético) tener un cultivo primario
de neuronas humanas mientras que esto seria realmente sencillo en cultivos de neuronas
murinas. Si que se podria utilizar una linea celular de neuronas humanas pero para su
manejo y manipulacion, éstas deben haber sido inmortalizadas. Este hecho hace que las
neuronas en cultivo se dividan, algo totalmente alejado de la realidad porque las neuronas
no se dividen sino que en todo caso se generan neuronas a partir de células madre que se

hayan diferenciado, proceso conocido como neurogénesis.

Teniendo en cuentas todas estas consideraciones importantes, nuestros resultados
sugieren que la expresion de CPT1C en células madre mesenquimales es similar a la

expresion de CPT1C en las neuronas del tejido cerebral adulto.

Para finalizar, quisiera remarcar que es la primera vez que se muestra la expresion

de CPT1C en células madre adultas.

2. CPTIC CONFIERE PROTECCION A LAS CELULAS MADRE
MESENQUIMALES

Los experimentos realizados a lo largo de este manuscrito ponen de manifiesto que
en determinadas situaciones de estrés metabdlico, la CPT1C confiere proteccion a las MSC

Yy, en consecuencia, promueve la supervivencia de éstas.

Estos ensayos de proteccion surgen a partir de los datos obtenidos en células
cancerigenas por Zaugg Yy colaboradores en 2011 (35), sin embargo, nosotros quisimos
profundizar més en el tema. Dada la expresion de CPT1C en MSC, resultaban prioritarios
estos ensayos ya que permitirian saber si el efecto era el mismo (o no) en ambos tipos

celulares.

Tal y como se ha demostrado anteriormente, en ausencia de glucosa, se produce el

ya conocido efecto protector por parte de CPT1C.
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Figura 59. Vias metabdlicas implicadas en el metabolismo de la glucosa

Tanto en ausencia de glucosa como en presencia de 2-DG, se inhiben
principalmente tres grandes rutas: la glucolisis, que permite generar energia en forma de
ATP, la ruta de las pentosas fosfato, que permite generar poder reductor y sintetizar

nucleédtidos y la glicosilacion de proteinas (figura 59).

No solo observamos que CPT1C protegia cuando la glucdlisis quedaba inhibida
mediante la sustraccién de glucosa, sino que a través del tratamiento con 2-DG (figura 59)
(181) también se producia una mayor supervivencia en aquellas MSC que sobre-
expresaban CPT1C. A pesar que pueda parecer evidente que si en ausencia de glucosa hay
una mayor supervivencia, cuando se tratan con 2-DG, también deberia haberla, no tiene
por qué. En realidad, con el paso del tiempo, han ido surgiendo mayor ndmero de
publicaciones que demuestran que, el efecto de sustraer la glucosa del medio de las células
0, de tratarlas con 2-DG, son totalmente distintos (173). Prueba de ello es que en nuestros
experimentos, unicamente cuando se quita la glucosa aumenta la expresion de CPT1C

enddgena, un hecho que no sucede cuando se tratan con 2-DG.
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Es interesante remarcar que la proteccién que confiere CPT1C no se produce
unicamente en células madre procedentes de la pulpa dental sino que también se produce

en las que proceden de la médula dsea.

Tal y como muestra la figura 59, es sabido que el metabolito derivado de la 2-DG,
la 2-desoxiglucosa-6-fosfato (2-DG-6-P), inhibe la hexoquinasa, la cual no permite que se
metabolice la glucosa a traves de la glucolisis. Ademas, la 2-DG-6-P se acumula en exceso
en la célula ya que no puede ser metabolizada por la fosfoglucosa isomerasa, que es la
enzima encargada de convertir la glucosa-6-fosfato en fructosa-6-fosfato. En consecuencia,

resulta imposible la obtencion de ATP a través de la glucdlisis.

Nuestros resultados demuestran que CPT1C confiere supervivencia celular en

situaciones donde la glucolisis no es funcional y decrecen los niveles de ATP.

Podriamos pensar que tanto la ausencia de glucosa como el tratamiento con 2-
desoxi-d-glucosa inducen estrés reticular de manera que CPT1C podria intervenir en
alguna de estas rutas. Es conocido que cuando no hay glucosa o cuando hay 2-DG en el
medio, se ve disminuida la glicosilacion de proteinas y aumenta el estrés del RE (181).
Aun asi, cuando tratamos directamente con moléculas de estrés reticular como la
tapsigargina o el palmitato sédico, CPT1C deja de conferir proteccion a las MSC, lo cual
sugiere que CPT1C, a pesar de ser una proteina localizada en el RE, no induce proteccion a

través de esta via.

Por otro lado, también cabria la posibilidad de creer que, en ausencia de glucosa,
como no se puede obtener glucosa-6-fosfato, no es posible activar la ruta de las pentosas
fosfato, lo cual estaria alterando el equilibrio NADP/NADPH (figura 59). Por lo que se
refiere a la 2-DG, hay varias teorias acerca de su intervencion en esta ruta. Hay quien
considera que bloquea la ruta de las pentosas fosfato; quien, al contrario, considera que es
metabolizada a lo largo de esta via y quien cree que la 2-DG acttia como sustrato principal
de la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, que es la enzima que, en condiciones normales
metaboliza la glucosa-6-fosfato y, en consecuencia, es la que regula la via de las pentosas
fosfato. Considerando que en células tumorales se ha descrito que bloquea la ruta de las
pentosas fosfato, podriamos suponer que en una célula madre, dada su similitud con una
célula tumoral, la 2-DG, también la bloquearia. Asi pues, tendria sentido que CPT1C

pudiera proteger actuando en la ruta de las pentosas fosfato. Sin embargo, nosotros hemos
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observado que cuando se altera el balance NADP/NADPH con H,0,, CPT1C no protege,
sugiriendo que CPT1C tampoco interviene en la ruta de las pentosas fosfato.

Por lo que se refiere a la hipoxia, no somos capaces de dar un veredicto concluyente
sobre si CPT1C confiere proteccion (o no) cuando disminuyen los niveles de oxigeno ya
que no conseguimos inducir muerte celular en las condiciones ensayadas. No debe
sorprender que tras 24h no hayan muerto méas del 5% de las MSC, pues ya son numerosas
las publicaciones que demuestran que la hipoxia no solo no resulta problematica para su

viabilidad sino que incluso, en ocasiones, es beneficiosa. (13,14).

En referencia a la proteccion ejercida por CPT1C en ausencia simultanea de
oxigeno y glucosa (OGD) y teniendo en cuenta que la hipoxia no induce la muerte de estas
células, nuestros resultados sugieren que esta supervivencia adicional es debida a la
ausencia de glucosa y no de oxigeno, tal y como sucede cuando Unicamente se quita la

glucosa del medio.

Todos estos ensayos sugieren que de alguna forma debe verse alterado el
metabolismo de la glucosa para que CPT1C se encuentre en la necesidad de actuar. Estos
datos podrian tener relacion con el hecho que en ausencia de glucosa, los niveles de
malonil-CoA estan disminuidos, lo cual permitiria un aumento de la funcion de CPT1 libre
de malonil-CoA, aunque ésta, a dia de hoy, no es bien conocida.

Si detallamos més este proceso, en ausencia de glucosa, se activa la fosforilacién de
AMPK lo cual conlleva la activacion de la fosforilacion de ACC y esto permite que
aumenten los niveles de acetil-CoA, disminuyendo pues los niveles intracelulares de

malonil-CoA.

Tendria sentido entonces que siendo malonil-CoA el inhibidor fisiologico de la
enzima CPT1, al no haber glucosa, bajan los niveles de malonil-CoA de manera que
CPT1C puede ejercer su funcién, que en este caso seria promover la supervivencia de las

células madre mesenquimales.

Acerca del aumento de la expresion de CPT1C enddgena en ausencia de glucosa
pero no cuando se tratan las MSC con 2-DG, podria ser causado a través de la ruta recién
descrita, es decir, aumentaria su expresion cuando no hay glucosa ya que se activa la

cascada de sefalizacion pAMPK-pACC. En cambio, esta descrito que la 2-DG no induce
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la fosforilacion de AMPK, posiblemente esta sea la razon por la cual no aumenta la
expresion de CPT1C (181).

Asi pues, podemos concluir que CPT1C confiere proteccion cuando hay un déficit
energético basico, como es la parada de la glucolisis, mientras que no confiere proteccion

cuando se producen otros tipos de estres, como podria ser el oxidativo o el reticular.

3. ¢{MEDIANTE QUE MECANISMO PROMUEVE CPT1C LA SUPERVIVENCIA
CELULAR EN AUSENCIA DE GLUCOSA?

Esta cuestion ha centrado gran parte de este trabajo ya que nuestra hipotesis inicial

resulto ser falsa.

Nuestros resultados muestran que CPT1C no promueve supervivencia celular a
través de la oxidacion de &cidos grasos. ¢Es éste un dato sorprendente? Por un lado, no lo
es dado que esta ampliamente descrito que, hasta la fecha ningn grupo, a excepcion de
Zaugg Y colaboradores (35), ha demostrado que CPT1C tenga una accion catalitica, es
decir, que CPT1C sea capaz de preparar los acidos grasos de cadena larga para entrar en la
mitocondria y producirse la B-oxidacion. Méas precisamente, nadie ha demostrado que
CPT1C tenga capacidad suficiente como para catalizar el paso de aciles-CoA a aciles-
carnitina, que es la funcion principal de CPT1A y CPT1B. Si queremos ser puristas,
nuestro grupo observd en 2008 que, en condiciones dptimas, la CPT1C si tenia actividad

catalitica pero ésta era unas 200 veces inferior a la de CPT1A.

Por otro lado si sorprende dado que Zaugg y colaboradores demostraron que las
células tumorales sobrevivian més gracias a una mayor oxidacién de las grasas. Es
remarcable que aunque afirman este hecho no demuestran que CPT1C esté localizada en

las mitocondrias ni analizan si se encuentra alterada la actividad de CPT1.

En nuestro caso, una vez se hicieron los experimentos pertinentes, se observo que la
capacidad oxidativa de acidos grasos por parte de las MSC era la misma
independientemente de los niveles presentes de CPT1C, lo cual demuestra que en MSC,
CPT1C no tiene actividad catalitica y que no esta involucrada con el proceso de B-

oxidacion.
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El principal sustrato energético de las MSC es la glucosa, no los acidos grasos. En
2015, un articulo que dejé muy claro este concepto fue el de Fillmore y colaboradores
(183) donde revelaron, nada mas y nada menos, que el 97.5% del ATP que producen las
MSC procede de la glucolisis. Un nimero muy elevado al que ademas hay que sumarle un
2.2% que procede de la oxidacion del piruvato a CO,. Asi pues, demostraron que en
presencia de glucosa solo un 0.2 % del ATP obtenido, procede de la oxidacion de acidos

grasos.

Sin querer profundizar en la ruta metabdlica de la glucosa, no debe sorprender que
el 97.5% sea de la glucdlisis y el 2.2% de la oxidacion de piruvato a CO, porque las células
madre que tienen HIFla (del inglés Hypoxia Inducible Factor 1lo) aumentado,
practicamente no transportan el acetil-CoA a la mitocondria para entrar en el ciclo de
Krebs sino que lo oxidan a lactato (184). Y precisamente, las células madre mesenquimales

humanas son uno de esos tipos de células madre que tienen HIF 1o aumentado (147).

Segun nuestros resultados y coincidiendo con la bibliografia mencionada, la
oxidacion de acidos grasos por parte de las MSC es muy baja pero conviene comentar que,
en ausencia de glucosa, aumenta unas 50 veces, tanto en las células que tienen niveles
basales de CPT1C como en las que la sobre-expresan, lo que significa que, en situaciones

de emergencia energética, la oxidacion de acidos grasos se activa.

Siguiendo con la capacidad oxidativa, nuestros resultados demuestran que, a
diferencia de lo que propone Zaugg y colaboradores, las mitocondrias tienen la misma

capacidad oxidativa de acidos grasos independientemente de los niveles de CPT1C.

Ya para finalizar el andlisis de los ensayos de oxidacion de acidos grasos, destacar
que el CO, mostrado es el generado a partir del palmitato radioactivo y, por consiguiente,
este ensayo no nos informa de la cantidad real de &cidos grasos oxidados procedentes de la
degradacion de los cuerpos lipidicos. Con lo cual este ensayo nos demuestra que CPT1C
no aumenta la capacidad oxidativa de acidos grasos de la mitocondria y sugiere que
CPT1C no se moviliza a la mitocondria para oxidar mas acidos grasos sino que permanece
en el RE y es CPT1A quien realiza dicha accion. Nuestra interpretacion de los resultados
es que CPTL1C favorece la disponibilidad de acidos grasos para su oxidacion en la
mitocondria gracias a la activacién de la autofagia, pero no promueve una mayor capacidad

oxidativa, tal y como sugirio Zaugg.
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Siguiendo con la discusién, quisiera comentar a continuacion los niveles de

produccion de ATP en ausencia de glucosa.

Los resultados reflejados en este manuscrito muestran claramente que mientras en
las MSC con niveles basales de CPT1C disminuye significativamente la produccién de
ATP cuando son privadas de glucosa, las MSC con CPT1C sobre-expresada no padecen
esta disminucién tan dréstica, en realidad, apenas bajan los niveles de ATP generados. Este
hecho potencia el resultado obtenido durante los ensayos de viabilidad celular sugiriendo
asi que este 15% adicional en la generacion de ATP es proporcional al 15-20% extra de

supervivencia celular.

Las aportaciones expuestas en este trabajo ofrecen una visién mas completa del

papel de CPT1C y de su mecanismo para inducir proteccion celular.

Nuestros datos demuestran que aquellas MSC que presentan CPT1C sobre-
expresada, en ausencia de glucosa y cuando se paraliza el ciclo autofagico, se produce una
mayor acumulacion de autofagosomas, lo cual indica que la autofagia es imprescindible

para una mayor supervivencia celular mediada por CPT1C.

En este trabajo, se relaciona por primera vez la proteina CPT1C con autofagia. Este
hecho es de gran importancia ya que gracias a que CPT1C aumenta la sintesis de
autofagosomas, las MSC, en ultimo término, son capaces de generar una mayor cantidad
de ATP vy, en consecuencia, de sobrevivir mas. Asimismo, seria interesante verificar el

mecanismo por el cual CPT1C aumenta la sintesis de autofagosomas.

Por lo que a formacion de cuerpos lipidicos se refiere, nuestros resultados
demuestran que CPT1C promueve la formacion de éstos en ausencia de glucosa. Ademas,
cuando se inhibe su degradacién de manera farmacoldgica con el inhibidor DEUP se
observa que se pierde la conocida proteccion que confiere CPT1C lo cual nos hace razonar
que, junto con la autofagia, la sintesis de cuerpos lipidicos es un proceso clave.

Si resumimos las aportaciones realizadas en este trabajo en referencia al mecanismo
de proteccion que induce la sobre-expresion de CPT1C, obtenemos el esquema de la figura
60. En ausencia de glucosa y con suero al 1%, cuando las MSC presentan niveles basales
de CPTL1C (figura 60, A), se generan una serie de cuerpos lipidicos. Mediante la lipdlisis,
se obtienen, entre otras moléculas, acidos grasos, lo cuales con la ayuda de CPT1A, entran
en la mitocondria para ser oxidados y se genere energia en forma de ATP.
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En cambio, cuando CPT1C estd sobre-expresada (figura 60, B), se produce un
aumento considerable en la formacion de autofagosomas. Este aumento, conlleva que se
generen una gran cantidad de cuerpos lipidicos (LD), los cuales junto con el aumento de
LD que se producen debido a la sobre-expresion de CPTL1C, proporcionan una gran
cantidad de acidos grasos, los cuales a través de su oxidacion mitocondrial generan mayor
cantidad de ATP.

No se trata, en ningln caso, de una mayor actividad de CPT1A. Simplemente, al
tener una mayor cantidad de sustrato cuando CPT1C estd sobre-expresada, las
mitocondrias estan mas tiempo oxidando &cidos grasos y esta es la razon por la cual se

genera mas ATP y, en consecuencia, una mayor supervivencia celular.

Figura 60. Mecanismo de obtencién de energia en forma de ATP en ausencia de glucosa y con suero al
1% en A) MSC con niveles basales de CPT1C y en B) MSC con CPT1C sobre-expresada. LD: Lipid
Droplets

168



4. PERSPECTIVAS FUTURAS

Ya para finalizar, expongo a continuacion cuatro posibles formas en las cuales se

podria continuar este proyecto a partir de estos resultados.

La primera seria averiguar el mecanismo a través del cual CPT1C aumenta la
autofagia. A lo largo de este trabajo se ha expuesto que la sobre-expresion de CPT1C
conlleva un aumenta del ciclo autofagico, el cual, en Gltimo término, implica un aumento

de la supervivencia celular. Asi pues, seria realmente interesante identificar el mecanismo.

A partir de los resultados que hemos obtenido recientemente de un estudio del
interactoma de CPT1C, utilizando como muestra cerebros de ratones WT y de ratones
deficientes de CPT1C, hay una proteina que suscita interés de cara a su posible relacion
con la autofagia: Sacl. Sacl es una fosfatasa integral de membrana encargada, entre otras
funciones, de degradar los fosfatidilinositoles (PIP) (185). Uno de estos PIP es el
fosfatidilinositol-3-fosfato (PI3P), un fosfolipido que ha sido ampliamente relacionado con
autofagia, incluso algunos autores afirman que el inicio de la autofagia es directamente
proporcional a la sintesis de PI3P (186). Dado que Sacl, en el estudio de protedmica,
Unicamente aparecio en las muestras cerebrales procedentes de ratones WT y no en las
muestras procedentes de ratones deficientes de CPT1C, podria ser esta proteina un posible
interactor de CPT1C.

Una segunda via seria centrarse mas en el papel ya conocido de CPT1C en
situacion de estrés metabdlico en células tumorales. Aunque los resultados publicados
hasta la fecha en células tumorales, demuestren que CPT1C promueve supervivencia
debido a una mayor capacidad oxidativa, y sugieran que CPT1C se moviliza hacia la
mitocondria para favorecer dicha oxidacién de acidos grasos (35), creo que seria altamente
interesante evaluar si estd aumentada la autofagia, si se sintetiza un mayor numero de
cuerpos lipidicos, como varian los niveles de ATP, etc. Esto se podria afrontar utilizando
las lineas tumorales ya empleadas para el estudio de CPT1C, como MCF-7, HCT116 o
PC3 (35) o bien empleando una linea celular que simultdneamente sea tumoral y de
cerebro humano, ya que es el tejido mayoritario en el que se expresa CPT1C, como

podrian ser las células SH-SY5Y.
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La tercera forma seria diferenciar estas células madre mesenquimales a células de
su linaje, es decir, a osteocitos (hueso), a adipocitos (grasa) y a condrocitos (cartilago) y
evaluar si se mantiene la expresion de CPT1C en todos (0 en algun) tipo de tejido, si
confiere proteccion celular y mediante qué ruta metabolica. Partiendo de la base que estas
células madre procedentes de la pulpa dental ya han sido diferenciadas en otros
laboratorios, seria una opcion viable que permitiria profundizar més acerca del rol de

CPT1C en células madre mesenquimales.

Y finalmente como cuarta via, aunque pueda parecer utdpica por su dificultad y su
coste, considero que seria altamente interesante un estudio in vivo en ratones. Aqui se abre
un amplio abanico de opciones como podria ser estudiar el papel de CPT1C en la
regeneracion de tejidos, asi como la supervivencia de las células madre manteniendo a los
animales en ayuno (simularia la ausencia de glucosa) o averiguar si las células madre
juegan algun papel en los fenémenos de aprendizaje y memoria, en la funcion motora, en
el control de la ingesta alimentaria o en funciones fisioldgicas relacionadas con el rol de
CPT1C en cerebro.

En cualquier caso, bajo mi punto de vista, considero que este trabajo amplia un
campo de CPT1C poco explorado como es la proteccion que confiere en células humanas.

Se trata de un paso mas acerca de la comprension de las distintas funciones de CPT1C.
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10.

11.

CPTI1C se expresa en células madre mesenquimales humanas procedentes de la
pulpa dental.

La proteina CPT1C humana presenta un tamafio aparente de 75 KDa en la técnica
de Western Blot.

CPT1C mejora la supervivencia de las MSC en aquellas situaciones de estrées
metabolico en que se ve alterado el metabolismo de la glucosa.

CPT1C no mejora la supervivencia cuando las MSC son tratadas con H,O, ni con
factores de estrés del reticulo endoplasmatico.

La ausencia de CPT1C disminuye la supervivencia de las MSC cuando se ve
alterado el metabolismo de la glucosa.

En ausencia de glucosa, incrementa la expresién de CPT1C enddgena en MSC.
CPT1C no confiere una mayor capacidad oxidativa de acidos grasos por parte de la
mitocondria a las MSC.

En ausencia de glucosa, la sobre-expresion de CPT1C en MSC conlleva un
aumento en la produccion de ATP en comparacion con las MSC control.

En ausencia de glucosa, CPT1C aumenta la sintesis de autofagosomas y la sintesis
de cuerpos lipidicos.

En ausencia de glucosa, cuando se paraliza el ciclo autofagico o bien se inhibe la
lipolisis de los triacilglicéridos, CPT1C no es capaz de aumentar la produccion de
ATP ni de conferir proteccion a las MSC.

La mayor parte de cuerpos lipidicos que se forman en las MSC, en ausencia de
glucosa, provienen de la autofagia.
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