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1 RESUMEN

En esta Tesis Doctoral se ha estudiado el efecto del tungstato sddico, un
compuesto que se ha descrito como un agente antidiabético oral en diferentes
modelos animales de diabetes (Barbera et al., 1997; Barbera et al., 1994). Su
principal caracteristica es la capacidad de activar la ruta de sefalizacidn de Ras-Raf-
MAPK/ERK en lineas celulares procedentes de diversos drganos y tejidos (Dominguez
et al., 2003). Haciendo uso de esta propiedad hemos estudiado su efecto protector
en dos patologias: atrofia muscular y neurodegeneracién.

La atrofia muscular se produce por una disminucién en la sintesis de
proteinas conjuntamente con un aumento en su degradacidn. La degradacién de
proteinas en musculo esquelético estd mediada por la actividad de dos rutas
conservadas: ubiquitina-proteasoma y autofagia-lisosomal (Sandri, 2013).

La primera ruta, responsable del recambio de la mayoria de proteinas
musculares solubles y miofibrilares, se activa como resultado de una expresion
aumentada de ubiquitina y ligasas de ubiquitina, como atrogin-1 y MuRF1 (Bodine et
al., 2001).

La autofagia es un mecanismo homeostatico empleado por la célula para la
degradacién y reciclaje de organulos y proteinas de vida media larga y su incremento
produce un desequilibrio en el recambio proteico a favor de la degradacién. En tal
caso, se produce un incremento en la transcripcion de una serie de genes como LC3,
p62 y Bnip3 (Bonaldo y Sandri, 2013).

Ambas rutas estan moduladas por el factor de transcripcién FoxO3 (forkhead
box 03) (Sanchez et al., 2014). FoxO3 normalmente esta fosforilado por Akt y en
estado inactivo en el citosol, pero en ausencia de una represién de Akt, se transloca
al nucleo donde induce la expresién de una serie de genes relacionados con los dos
sistemas de degradacion.

En cultivos de células musculares de rata L6, el tungstato sédico es capaz de
promover la diferenciacién de mioblastos a miotubos acelerando los cambios en los
niveles de expresion de los factores de transcripcion MRF (myogenic regulatory
factor) y MEF2D. Ademas, tiene un efector positivo sobre la estabilidad de MEF2D
por inhibicién de la sumoilacion.

Por otra parte, el tungstato sddico induce la sintesis de proteinas por la
activacion de la ruta de sefializacidon Ras-Raf-MAPK/ERK y su efecto positivo sobre la
actividad de mTOR, una quinasa de suma importancia en la regulacion de la
traduccion del mRNA y el crecimiento celular. Ademds, origina una disminucién de la
degradacion de proteinas porque promueve la fosforilacion de FoxO3a, lo que
conduce a su inactivacidn y a la inhibicion de su translocacién al nicleo y, por tanto, a
una disminucién en la actividad del promotor de ubiquitina asi como una menor
expresion de las ligasas de ubiquitina.



Asimismo, el tungstato sédico reduce la formacion de autofagosomas, la
expresion de la forma lipidada de LC3, la degradacion de p62 y reduce los niveles de
MRNA de Bnip3 en células tratadas con dexametasona.

Estos resultados obtenidos en cultivos celulares apoyan la idea de que la
activacion de ERK1/2 disminuye la degradacién proteica a través de los dos sistemas
celulares, ubiquitina-proteasoma y autofagia-lisosomal, por lo que el tungstato
sédico podria ser un agente Util en situaciones fisiopatoldgicas en las que se
presentase una atrofia muscular.

Por otro lado, el desarrollo de neuritas se considera como un indicador de
diferenciacion celular de neuroblastos a neuronas. Cuando células Neuro2a son
tratadas con tungstato sddico durante 48 horas, el porcentaje de neuroblastos que
desarrollan neuritas es significativamente mayor que en las células control. A nivel
molecular esto se traduce en incrementos en la expresidon de la acetilcolinesterasa y
de la colina O-acetiltransferasa; este ultimo como marcador de diferenciacion a
neuronas de tipo colinérgico. La diferenciacién inducida se produce a la par que una
disminucién en la proliferacién celular.

En neuronas, el estrés oxidativo desencadena un incremento de la autofagia
y una induccién de la apoptosis (Buttke y Sandstrom, 1994; Chen et al., 2008). En
células Neuro2a tratadas con perdxido de hidrégeno, el tungstato sddico es capaz de
normalizar la autofagia y prevenir la apoptosis, ensayadas mediante microscopia
confocal y citometria de flujo. Adicionalmente, el tungstato sddico normaliza el
metabolismo proteico en células Neuro2a.

La suma de los efectos positivos del tungstato sédico, tanto en diferenciacién
y generacion de neuritas como de proteccion frente al estrés oxidativo hacen de este
compuesto un buen candidato para ser un agente neuroprotector.



2 INTRODUCCION

La busqueda y validaciéon de agentes terapéuticos esta viviendo en la
actualidad una época dorada. Las posibilidades que ofrece la nueva Biomedicina,
conjugando técnicas de Biologia Molecular, Biologia Celular, Ingenieria Genética y
Sefializacién Celular, hacen que las bases moleculares de la accién de numerosos
agentes terapéuticos pueda ser elucidada de una manera inequivoca.

Las etapas que conducen a la aprobacién de un agente terapéutico como
medicamento son largas y muy costosas, lo que hace que en definitiva sélo puedan
ser abordados por la industria farmacéutica unos pocos de ellos. No obstante, las
etapas iniciales de busqueda y validacion de dianas moleculares para el desarrollo de
medicamentos y los primeros pasos de seleccién de candidatos si se encuentran al
alcance de numerosos laboratorios tanto del dmbito académico como del industrial.
Aquellos candidatos mas prometedores tendran que seducir, es decir, ser licenciados
a una gran empresa farmacéutica para seguir su desarrollo posterior. A este nivel la
competencia es feroz ya que muchos son los llamados y pocos los elegidos.

Dentro de las areas de interés de la industria y el mercado farmacéutico,
aquellas enfermedades asociadas con el envejecimiento y deterioro en general de la
poblacién occidental desarrollada ocupan una posicién prioritaria dado el numero de
posibles pacientes y su poder adquisitivo. Asi, patologias asociadas al tandem
obesidad-diabetes tipo 2, sarcopenia y pérdida de masa muscular asociada a la
enfermedad, envejecimiento o sedentarismo, y neurodegeneracién debida al propio
proceso de envejecimiento, a patologias cardiovasculares o bien a enfermedades
especificas como Parkinson o Alzheimer son uno de los principales focos de atencién
de la industria farmacéutica en la actualidad.

Todas estas enfermedades tienen ademads un condicionante Unico que es el
desarrollo de la patologia a muy largo plazo, decenas de afios al menos, por lo que
tratamientos preventivos e incluso el desarrollo de alimentos funcionales que
conduzcan al retraso de la aparicidon de los sintomas son uno de los objetivos mas
buscados. Ademas, si alguno de los candidatos tiene un efecto global en el conjunto
de todas estas patologias ocupara una posicién prevalente para su desarrollo ya que
se trata normalmente de patologias multiasociadas en los pacientes.

El estudio de las vias intracelulares de sefializacién (cell signalling) es esencial
hoy dia tanto para la busqueda de dianas moleculares como para el disefio de
agentes terapéuticos. La existencia de anticuerpos comerciales frente a las quinasas
clave de las cascadas de sefializacion en su forma fosforilada o no, asi como la
existencia de sistemas de genes reporteros para cada uno de los factores de
transcripcién implicados en la sefalizacidn celular ha hecho que haya revivido este
campo de investigacién en el desarrollo de medicamentos.

Muchas de las rutas de sefializacién intracelular tienen puntos comunes, o
encrucijadas como PKB/Akt, en los que la activacion de una determinada quinasa



hace que puedan modularse varias rutas de sefializacién. Asi, es frecuente que un
farmaco que ejerce su accion principal activando una determinada ruta, pueda tener
acciones paralelas mediante la activacion de otras rutas de sefalizacidon. Esto
conduce a encontrar nuevas actividades biolégicas para un medicamento ya
conocido, lo cual tiene la ventaja adicional de que gran parte de los estudios de
seguridad y toxicidad ya se encuentran realizados.

El tungstato sddico es un compuesto que se ha descrito como un agente
hipoglucemiante oral. Fue referido como tal en la década de 1990 (Barbera et al.,
1997; Barbera et al., 1994) y a la via de administracion oral sumaba una baja o nula
toxicidad (a diferencia de otros compuestos como los derivados del vanadato) asi
como la propiedad muy destacada de no conducir a situaciones de hipoglucemia en
respuesta al tratamiento (Barbera et al., 2001). Rapidamente, se determind la
capacidad de normalizar el metabolismo hepatico de la glucosa (Barbera et al., 1994)
y nuestro grupo de investigacion demostrd su capacidad de favorecer la entrada de
glucosa al musculo tanto en modelos in vivo (Giron et al., 2003) como in vitro (Giron
et al., 2008). Paralelamente, el efecto anti-obesidad del compuesto fue establecido
(Claret et al., 2005).

Una de las caracteristicas mas destacables del tungstato sddico es su
mecanismo de accidn independiente de la insulina y de la via de sefalizacién
intracelular dependiente de PKB/Akt (Dominguez et al., 2003). Esto lo hace un
compuesto muy atractivo en el caso de la resistencia periférica a la accién de la
insulina ya que su mecanismo de actuacién se basa fundamentalmente en la
activacion de la via de sefializacion de MAP quinasas.

Nuestro grupo de investigacion se centro en los efectos del tungstato sodico
en musculo esquelético y en concreto en la modulacion del transporte de glucosa al
musculo. Los resultados que obtuvimos indicaban un incremento en la membrana
plasmatica del transportador de glucosa GLUT4. Este incremento se debia a un
aumento de la translocacién desde reservorios intracelulares, dependiente de la
fosforilacién de MEK asi como un aumento en la cantidad total del transportador
debido a una activacion de factores de transcripcion musculo especificos como los de
la familia de MEF2 (Giron et al., 2008).

El hecho de que el tungstato sddico sea capaz de modular la actividad de los
reguladores transcripcionales MEF2 ha sido clave para el desarrollo de esta Tesis
Doctoral ya que se trata de una familia de factores de transcripcién cuya expresiéon
en musculo y cerebro regula procesos de diferenciacién y plasticidad. Puesto que el
tungstato sédico, en su funcidon de facilitar el transporte de glucosa en musculo
ejerce su accidn activando MEF2D, ¢éseria posible que dicho compuesto tuviera un
efecto positivo en diferenciacién de musculo y de neuronas, los principales tejidos
donde se expresa la familia de MEF2? E incluso, éseria posible que los efectos del
tungstato sédico fueran mas alla de la diferenciacién y promoviera en estos tejidos
otros efectos positivos? En concreto, el aumento de la sintesis proteica en musculo,



un proceso concomitante con la diferenciacién muscular y efectos neuroprotectores
en neuronas, un efecto normalmente asociado al de plasticidad neuronal.

Todos estos efectos putativos serian muy interesantes ya que el tungstato
sodico combinaria sus efectos antidiabéticos y antiobesidad con un efecto protector
frente a la pérdida de masa muscular. La pérdida de masa muscular acelerada o
sarcopenia se asocia con numerosas patologias de la edad y entre ellas la diabetes
tipo 2 (Tanaka et al., 2015). Asi mismo, la diabetes tipo 2 se asocia con un incremento
del estrés oxidativo en el organismo. Este estrés a nivel neuronal conduce a
neurodegeneracion a través de los propios radicales libres o el plegamiento
incorrecto de proteinas oxidadas (Martinez et al., 2010). Disponer de un agente
terapéutico que a través de dianas moleculares especificas abordase todas estas
patologias asociadas es muy atractivo.

En esta Tesis Doctoral se presentardn resultados que validan la hipétesis
expuesta en el parrafo anterior. El tungstato sddico a través de rutas de sefalizacidon
qgue implican a las MAP quinasas es capaz de promover la diferenciacion muscular y
neuronal, de normalizar el metabolismo proteico en musculo y tiene la capacidad de
proteger frente al estrés oxidativo en células neuronales. Estos efectos estan
mediados por rutas de sefializacién y dianas moleculares especificas, lo que soporta
los efectos descritos para esta molécula.

Probablemente el tungstato sddico no acabe como un medicamento en una
oficina de farmacia. E incluso es posible que su accion a dosis terapéuticas en
humanos no sea lo suficientemente potente, pero creemos que su mecanismo de
accion unico a través de dianas moleculares propias y su efecto pleiotréopico sobre
patologias concomitantes a la diabetes y el envejecimiento lo hacen un buen modelo
para, a partir de él, desarrollar fdrmacos mds potentes que se dirijan a las mismas
dianas moleculares. Esto es lo que creemos que da validez a este trabajo






3 ANTECEDENTES

3.1 Miogénesis y recambio proteico en musculo
esquelético

El musculo esquelético supone aproximadamente un 50% de la masa
corporal en vertebrados superiores. Ademas de su evidente funcién motora, juega un
papel relevante como reservorio de aminodcidos durante situaciones de ayuno, en el
control de la respiracién y en la regulacion de parametros metabdlicos como la
glucemia (lzumiya et al., 2008). Por todo esto, es razonable pensar que la
conservacién de la masa muscular es crucial para el mantenimiento de un estado
saludable del individuo y garantizar una buena calidad de vida a largo plazo (Seguin y
Nelson, 2003; Srikanthan y Karlamangla, 2011). Un conocimiento en profundidad de
las bases moleculares que regulan la masa muscular esquelética permitira desarrollar
posibles estrategias terapéuticas destinadas a prevenir o paliar su atrofia, o bien a
promover su desarrollo.

3.1.1 Miogénesis

El musculo esquelético es un tejido dindmico con capacidad para recuperarse
de un dafio severo por su capacidad regenerativa. Dicha capacidad se debe
fundamentalmente a la presencia de las denominadas células satélite que se
caracterizan morfolégicamente por ser pequefias, tener un solo nucleo y estar
situadas entre la lamina basal y la membrana plasmatica de los miotubos (Holterman
y Rudnicki, 2005). A nivel molecular, presentan elevados niveles de las proteinas Pax-
3 (paired box protein) y Pax-7. En respuesta a un dafio, las células satélite se activany
comienzan a proliferar para acabar diferencidndose en miotubos. Algunas no se
diferencian quedando como reservorio para hacer frente a una futura lesion (Shiy
Garry, 2006).

Los mecanismos por los cuales se generan las células que dan lugar al tejido
muscular en el embrién son diferentes en funcién de si centramos nuestra atencién
en el tronco, las extremidades o la cabeza. En el caso del individuo adulto, las rutas
son iguales en todas las localizaciones (Mok y Sweetman, 2011). En este apartado
trataremos sobre lo que ocurre en el tejido del individuo adulto.

3.1.1.1 Proceso de miogénesis

El proceso de diferenciacién celular en musculo siempre comienza con la
expresion de los llamados MRF (myogenic regulatory factors), un grupo de cuatro
factores de transcripcion que tienen en comun la presencia de un motivo hélice-giro-
hélice en su estructura y que son: Myf-5 (myogenic factor 5), MyoD (myoblast
determination protein), Mrf-4 (muscle-specific regulatory factor 4) y myogenin
(Pownall et al., 2002). Los dos primeros, Myf-5 y MyoD, parecen estar mas



relacionados con el comienzo del proceso de diferenciacion mientras que los otros
dos, Mrf-4 y myogenin, son asociados al fenémeno de terminacion y mantenimiento
de la homeostasis en las fibras recién formadas (Singh y Dilworth, 2013).

El dominio bdsico de los MRF se une al DNA, mientras que el motivo hélice-
giro-hélice es necesario para su dimerizacién con las proteinas de unidn a E-boxes
gue, como su propio nombre indica, tienen la capacidad de unirse a dicho motivo
genético (E-box) presente en los promotores de numerosos genes que se expresan
en musculo (Massari y Murre, 2000).

La actividad de los MRF es potenciada por su interaccidon con los miembros
de otra familia de factores de transcripcion: MEF2 (myocyte enhanced factor). Esta
estd constituida por cuatro isoformas (A-D) (Black y Olson, 1998), pero en musculo
solo se expresan tres de ellas: MEF2A, Cy D (Potthoff y Olson, 2007). La represion de
su expresion no influye en la viabilidad de las células satélite, pero hace imposible su
diferenciacion (Liu et al., 2014).

Los MRF y MEF2 inducen mutuamente la transcripcién de los genes que los
codifican y también la de diversos genes que codifican para proteinas estructurales
de musculo y otros factores de transcripcion que propagan y amplifican la sefal
iniciada por los MRF (Blais et al., 2005; Molkentin y Olson, 1996).

La regulacion de MEF2 es compleja y se produce a distintos niveles,
incluyendo splicing alternativo (Zhu et al., 2005), degradacién mediada por caspasas
(Li et al., 2001), modulacion de la capacidad de union a DNA (Mao y Wiedmann,
1999), asociacién con reguladores transcripcionales (Chen et al., 2002), translocacion
desde el nucleo al citoplasma (De Angelis et al., 1998) y acetilacion (Ma et al., 2005).

Ademas, MEF2 estd sometido a una regulacidon por modificaciones covalentes
como son la fosforilacion (Cox et al., 2003; Han y Molkentin, 2000; Kasler et al., 2000;
Molkentin et al., 1996; Zhu et al., 2005) y la sumoilacidn (Gregoire y Yang, 2005).

Centrandonos en MEF2D, los restos S121 y S190 son susceptibles de ser
fosforilados por mediacién de la proteina quinasa A (PKA) dando lugar a una
inhibicidon de su actividad (Du et al., 2008). Por otra parte, el resto K439 puede ser
sumoilado quedando la proteina marcada para su degradacion. Esta sumoilacién
Unicamente se lleva a cabo si previamente se produce la fosforilacion del resto S444
por la accidon de Cdk5 (cyclin-dependent-like kinase 5) (Gregoire et al., 2006).

En condiciones fisioldgicas, es evidente que no siempre es necesario que las
células satélite comiencen a diferenciarse. Para evitar que MyoD lleve a cabo su
accién en estos casos, existen numerosos factores de transcripcion (como Sharp-1,
Mist, MyoR o Twist) que compiten para evitar que se una a los motivos E-box del
DNA. También se pueden unir directamente a MyoD, desplazando a MEF2, para dar
lugar a dimeros inactivos (Ling et al., 2012).

Por ultimo, diremos que en el momento en que se produce un dafio en el
musculo, se liberan diversos factores de crecimiento en el entorno extracelular. Estos



factores pueden provenir de las fibras dafiadas, de los nuevos miotubos en
formacion, de células implicadas en el proceso de inflamacidon (como macréfagos) o
del riego sanguineo. En su conjunto juegan un papel importante en las distintas
etapas de la regeneracion del musculo. Este proceso esta comentado en detalle en
Karalaki et al. (2009).

3.1.1.2 Regulacion de la miogénesis

Como acabamos de ver, el proceso de formacién de nuevas células
musculares estd bajo el control de varios factores de transcripcién miogénicos.
Obviamente estos no actuan de forma aislada, sino que forman la etapa final de un
complejo sistema de cascadas de sefializacién. A continuacidon explicaremos como
algunas de estas rutas modulan el proceso de miogénesis.

- Proteina quinasa A

La PKA participa en multitud de procesos celulares y puede actuar sobre
centenares de sustratos. En su forma inactiva, estd constituida por dos subunidades
cataliticas y dos subunidades reguladoras. Cada una de las subunidades reguladoras
puede unirse a AMP ciclico (cAMP) liberandose del conjunto y activando las
subunidades cataliticas (Skalhegg y Tasken, 1997).

La activacién de PKA es necesaria para la expresion de Pax-3, MyoD y Myf-5
(Chen et al., 2005). Cuando PKA se encuentra activa, fosforila a CREB (cAMP
response-element binding protein) que es un factor de transcripcidn cuya
fosforilacién permite iniciar la transcripcidon de genes que contienen el elemento CRE,
dos de los cuales son Pax-3 y Myf-5.

Por otra parte, se conoce que PKA puede inhibir la actividad de Myf-5, MyoD,
myogenin y MEF2D (Du et al., 2008; Li et al., 1992; Winter et al., 1993).

El hecho de que la misma enzima tenga estos dos papeles antagénicos en la
diferenciacion celular puede explicarse por modificaciones en los niveles de cAMP o
por cambios en la localizacién de la enzima segun la etapa de la diferenciacion. En
relacion a la localizacién de la enzima, diremos que parece esencial la presencia de
PKA en los lamellipodia de los miotubos recién formados para su fusion (Mukai y
Hashimoto, 2008).

- Ruta de PI3K/Akt

La principal via de activacion de Akt (RAC-alpha serine/threonine-protein
kinase) es a través de la insulina o IGF (insulin-like growth factor). En cultivos
celulares se ha comprobado que IGF es un potente estimulador de la diferenciacion
de mioblastos y de la hipertrofia (Tureckova et al., 2001). Estos efectos también se
han observado en ensayos realizados con ratones (Coleman et al., 1995).



Por otra parte, son numerosos los estudios, tanto in vitro como in vivo, que
demuestran que es esencial la activacidon de Akt para que se pueda llevar a cabo la
diferenciacion de los mioblastos en miotubos (Sarker y Lee, 2004).

En realidad, Akt presenta tres isoformas (Akt1-3) de las que solo Aktl y Akt2
participan en la miogénesis. A su vez, Unicamente Akt2 ve incrementada su expresién
durante el proceso de diferenciacion, mientras que Aktl parece estar implicada en la
proliferacion (Heron-Milhavet et al., 2006). Una vez que Akt2 se activa, fosforila al
factor de transcripcion Pitx2 (Pituitary homeobox 2). Este interacciona con la proteina
de uniéon a mRNA HuR (Hu-antigen R) para estabilizar los niveles de transcripcion de
cyclin D1 manteniendo de este modo el estado proliferativo. Cuando Akt2 fosforila a
Pitx2, se desestabiliza el complejo con HuR y se produce la degradacidon del mRNA de
cyclin D1 propiciando la salida del ciclo celular (Gherzi et al., 2010). Una vez que esto
ocurre, se produce la fosforilacion e inhibicidon de los factores de transcripcion FoxO
por parte de Akt dando inicio al proceso de diferenciacién (Hribal et al., 2003).

En mioblastos, la actividad de MyoD y MEF2 esta parcialmente reprimida por
su unién al represor transcripcional PHB2 (prohibitin-2). Akt2 puede unirse a PHB2 e
impedir su actuacioén activindose de este modo la transcripcién mediada por MyoD y
MEF2 (Heron-Milhavet et al., 2008).

Para concluir diremos que GSK3B (glycogen synthase kinase-3 beta) suprime
la miogénesis porque, en ultima instancia, impide la activacién de factores de
transcripcidn necesarios para que se produzca dicho fendmeno (van der Velden et
al., 2008). La fosforilacion de GSK3[ por parte de Akt revierte esta situacién (van der
Velden et al., 2006).

- Ruta de Ras-Raf-MAPK/ERK

En principio, la fosforilacion y activacién de ERK1/2 (extracelular signal-
regulated kinase) inhibe la diferenciaciéon de los mioblastos, pero posteriormente es
requerida para la fusion de los miotubos. Al parecer, el comportamiento de la célula
va a estar determinado por qué factor de crecimiento es el que origina la
estimulacién de la actividad de ERK. En este sentido, tanto IGF como FGF (fibroblast
growth factor) activan a ERK, pero una vez que las células en cultivo alcanzan la
confluencia, IGF promueve la diferenciacion (Adi et al., 2002) mientras que FGF la
impide (Tortorella et al., 2001). Probablemente la diferencia radique en la capacidad
de IGF para activar otras rutas de sefalizacion simultdaneamente. Es por tanto
importante tener en cuenta el contexto fisiolédgico en el que se encuentra la célula
para evaluar el papel de la activacién de ERK.

En el caso de FGF, la fosforilacion de ERK conduce a una disminucion de
MEF2 en el nucleo (Winter y Arnold, 2000) y la inhibicion de la expresion de diversos
factores miogénicos como MyoD (Vaidya et al., 1989)



- Rutade p38 MAPK

La familia de las p38 MAPK (mitogen-activated protein kinase) esta
constituida por una serie de isoformas de la proteina p38 (a, B, y y 8) que participan
en la diferenciacion de diversos tipos celulares; pero en lo que concierne al musculo,
es p38a la que juega un papel critico.

Aunque existen varios mecanismos de activacion de p38a (Bhatnagar et al.,
2010), el principal es la formacién de un complejo de proteinas de la membrana
citoplasmdtica que secuestra y activa a p38a como respuesta a la interaccién célula-
célula (Kang et al., 2008).

Una vez activada, p38a promueve la diferenciacion celular a distintos niveles:
favorece la salida del ciclo celular (Perdiguero et al., 2007), disminuye la expresion de
Pax-7 (Palacios et al., 2010), fosforila y activa a los factores de transcripcion MEF2C
(zetser et al., 1999) y E47 que forma un heterodimero activo con MyoD (Lluis et al.,
2005), e induce la expresién de otros genes que participan en la diferenciacién del
musculo como son Akt (Cabane et al., 2004), caveolin 3 (Galbiati et al., 1999) e IGF2
(Lovett et al., 2010).

3.1.2 Sintesis y degradacion de proteinas en misculo esquelético

En dltima instancia, la masa muscular esquelética viene determinada por lo
qgue denominamos recambio proteico, esto es, la diferencia neta entre los indices de
sintesis y degradacion de proteinas (Sandri, 2013). Un incremento de la degradacion
y/o una disminucion de la sintesis, dara lugar a un menor tamafo del musculo vy,
como consecuencia, a una pérdida en la fuerza que puede ejercer. Esto es lo que se
denomina atrofia muscular.

Por el contrario, si la sintesis de proteinas estd incrementada y/o la
degradacién disminuida, entonces hablaremos de hipertrofia muscular en cuyo caso
el didmetro de la seccidon transversal de las fibras musculares y su volumen
aumentaran, pero no asi su nimero.

Ambos procesos pueden verse alterados por diversos estimulos como la
presencia de determinados nutrientes, la actividad neuronal, citoquinas, factores de
crecimiento, hormonas, ejercicio fisico y enfermedades (cardiacas y renales, sepsis,
cancer, sida...) (Gordon et al., 2013).

A continuacién expondremos cudles son los principales procesos que
intervienen en la sintesis y degradacion de proteinas en musculo esquelético
haciendo especial hincapié en los elementos que participan en su regulacion.

3.1.2.1 Sintesis de proteinas en miisculo esquelético: mTOR

A dia de hoy, podemos decir con certeza que existe un elemento que juega
un papel fundamental en la regulacién de la masa muscular: la proteina quinasa




mTOR (mechanistic target of rapamycin (serine/threonine kinase)). Esta tiene una
importancia vital en la regulaciéon de la traduccidon del mRNA y el crecimiento celular.

Estudios llevados a cabo en diversos tejidos muestran que mTOR se
encuentra localizada en multiples compartimentos celulares: dispersa en el
citoplasma vy, en presencia de determinados estimulos, en las membranas de diversos
organulos como el reticulo endoplasmico y aparato de Golgi (Drenan et al., 2004;
Withers et al., 1997); en la membrana externa mitocondrial (Desai et al., 2002) e
incluso en el interior del nucleo (Bachmann et al., 2006).

En el caso concreto del musculo, una serie de estimulos, como son factores
de crecimiento (insulina o IGF-1), la presencia de aminoacidos o la activacién
mecdanica del musculo, originan la translocacién de mTOR desde el citoplasma a las
membranas que conforman el sistema endosomal-lisosomal (Jacobs et al., 2014).

En realidad, mTOR es la subunidad catalitica de dos complejos proteicos
distintos denominados mTORC1 (mTOR complex1) y mTORC2 (mTOR complex 2).
Cada uno de estos complejos viene definido por una proteina que es RAPTOR
(regulatory-associated protein of mTOR) y RICTOR (rapamycin-insensitive companion
of mTOR) respectivamente. Ambas sirven de soporte para el ensamblaje de los
complejos y para la unién de sustratos y elementos reguladores de su actividad (Hara
et al., 2002; Pearce et al., 2007).

Tanto mTORC1 como mTORC2 presentan en su estructura a mLST8
(mammalian lethal with SEC13 protein 8) que es un regulador positivo (Kim et al.,
2003) y a DEPTOR (DEP domain-containing mTOR-interacting protein) que es un
regulador negativo (Peterson et al., 2009).

Por su parte mTORC1 presenta otro regulador negativo denominado PRAS40
(40 kDa Pro-rich Akt substrate) (Vander Haar et al., 2007), mientras que mTORC2
incluye a PROTOR1/2 (proline-rich protein 5) que parece tener una funcidon
estructural (Pearce et al., 2007) y a MAPKAP1 (mitogen-activated protein kinase 2-
associated protein 1) que puede participar en el transporte del complejo hasta la
membrana plasmatica (BerchtoldyWalther, 2009).

DEPTOR

DEPTOR @
RAPTOR @

MAPKAP1 PROTOR
PRAS40

mTORC1 mTORC2

Figura 3.1. Diagrama de las proteinas que conforman los complejos mTORC1 y mTORC2.



Un esquema de las distintas proteinas que forman parte de mTORC1 vy
MTORC2 se puede apreciar en la Figura 3.1.

De aqui en adelante nos centraremos en el papel de mTOR en el contexto del
complejo mTORC1.

- Sustratos de mTOR

Dos son las principales proteinas diana que son fosforiladas por mTOR: S6K1
(ribosomal protein S6 kinase) y 4E-BP1 (eukaryotic translation initiation factor 4E-
binding protein 1) (Weigl, 2012). Ambas estan implicadas fundamentalmente en la
fase de iniciacion de la traduccién del mRNA vy, por tanto, participan en la sintesis
proteica. Una completa revisién del proceso de traduccidén se puede encontrar en
Hershey et al. (2012).

A continuacién, ademas de estudiar con mas detalle cdmo actian S6K1 y 4E-
BP1 (ver Figura 3.2), también dedicaremos un apartado a elF2Be (eukaryotic
translation initiation factor 2B subunit epsilon) que es un elemento activador de la
sintesis proteica y cuya expresion parece estar condicionada por mTOR aunque por el
momento no se conoce en profundidad cémo interactian estos dos elementos.

Figura 3.2. La fosforilacion de S6K1 y 4E-BP1 por parte de mTOR activa el inicio de la sintesis de
proteinas. 4E-BP1, eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1; elF4, eukaryotic
translation initiation factor; mTOR, mechanistic target of rapamycin; PDCD4, programmed cell death
protein 4; S6K1, ribosomal protein S6 kinase.



+S6K1

No son pocos los mRNA que tienden a formar estructuras secundarias
estables en la regidon cercana al extremo 5’ no traducido de manera que se ve
disminuida drasticamente la eficiencia de traduccion. Para que el complejo de inicio
de la traduccion pueda ser reclutado cerca del extremo 5’ del mRNA es necesario que
dichas estructuras secundarias sean eliminadas. Este proceso lo lleva a cabo la
actividad helicasa que presenta elF4A (eukaryotic translation initiation factor A) que
se ve activada considerablemente cuando se asocia a elF4B (Holz et al., 2005). Esta
interaccion solo se produce cuando elF4B se encuentra fosforilada y dicha
fosforilacidn la lleva a cabo la quinasa S6K1.

Por otra parte, la proteina PDCD4 (programmed cell death protein 4) se une a
elF4A dando lugar a su inhibicién. Cuando S6K1 se activa por mediacion de mTOR,
fosforila a PDCD4 que a continuacion es degradada por el sistema ubiquitina-
proteasoma, restaurandose asi la actividad helicasa de elF4A y el inicio de la
traduccion. Se ha comprobado que la expresién en cultivos celulares de un mutante
de PDCD4 no fosforilable por S6K1 impide su ubiquitinacion y posterior degradacion
dando lugar a un menor tamafio celular y un enlentecimiento en la progresién del
ciclo celular (Dorrello et al., 2006).

En cuanto a la etapa de elongacion de la traduccion, para que esta se lleve a
cabo es necesario que eEF-2 (eukaryotic elongation factor 2) no esté fosforilada en
T56. Esta condicidn solo se produce si la quinasa eEF-2K (eukaryotic elongation factor
2 kinase) no esta activada. En este sentido, cuando S6K1 fosforila a eEF-2K en S366
tiene lugar su inhibicién. De esta forma, eEF-2 se encuentra desfosforilada, por tanto
activa, y puede ejercer su funcidon en la etapa de elongacion de la sintesis de
proteinas (Wang et al., 2001).

Por ultimo diremos que para que se produzca un incremento de la sintesis
proteica es necesario un aumento en el nimero de ribosomas disponibles. La
biogénesis de ribosomas se inicia con la activacién del factor de transcripcidon de
rDNA UBF (upstream binding factor) que se unira al factor de transcripcion SL-1
(promotor selectivity factor). Para que dicha asociaciéon tenga lugar, es necesaria la
fosforilacién por parte de S6K1 de diversos restos del extremo carboxilo de UBF
(aminodcidos 675 a 765) (Hannan et al., 2003). Ademas, la actividad de un elevado
porcentaje de las proteinas participantes en el proceso de biogénesis de ribosomas
esta bajo el control de S6K1 (Chauvin et al., 2014).

+4E-BP1

En el momento en que el mMRNA es exportado al citoplasma, su caperuza
interacciona con el complejo elF4F, cuya funcién es facilitar la unién del ribosoma al
extremo 5’ del mRNA y que de esta manera comience la traduccién (Sonenberg y
Hinnebusch, 2009). De las distintas subunidades que forman el complejo elF4F, es la
proteina elF4E la que interacciona directamente con la caperuza.



Cuando 4E-BP1 se encuentra hipofosforilada secuestra a elF4E impidiendo la
formacion del complejo elF4F y por tanto el inicio de la traduccidon (Richter y
Sonenberg, 2005). Por su parte, mTOR fosforila a 4E-BP1 en diversos restos dando
lugar a la disociacién del complejo elFAE/4E-BP1 revertiendo la situacion de
inhibicién (HeesomyDenton, 1999).

+elF2Be

Se denomina asi a una de las cinco subunidades de la proteina elF2B que, a
su vez, forma parte del complejo elF2 que es el encargado de transportar el metionil-
tRNA iniciador hasta el ribosoma durante la formacion del complejo de iniciacién 40S
(Pavitt, 2005).

Se ha observado que la sobreexpresion de elF2Be es suficiente para inducir la
actividad de elF2B, mientras que si se produce una represion de la expresion del gen,
se aprecia una menor sintesis de proteinas (Gallagher et al., 2008). También se ha
comprobado que el uso de rapamicina, un inhibidor de mTOR, origina una
disminucién de la expresidn de elF2Be (Kubica et al., 2008). Esto pone de manifiesto
gue debe existir cierta relacidén entre elF2Be y mTOR, sin embargo, el mecanismo por
el cual estan vinculadas las actividades de estas dos proteinas aun no ha sido
dilucidado.

- Regulacién de mTOR

Vistas las acciones que mTOR lleva a cabo sobre sus sustratos en relacién con
la sintesis de proteinas, nos detendremos ahora a estudiar qué proteinas ejercen su
accion sobre mTOR y cdmo modulan su actividad.

Se puede decir que mTOR actia como un elemento integrador de las sefiales
provenientes de cuatro importantes tipos de estimulos: nutrientes, factores de
crecimiento, balance energético y estrés (Dibble y Manning, 2013). Estos estimulos
pueden tener un efecto sinérgico o antagdnico sobre mTOR lo que permite una
regulacién fina de la actividad de la proteina en cada momento.

+ Nutrientes

Numerosos estudios han puesto de manifiesto que se requieren aminoacidos
ramificados, y mas concretamente leucina, para activar la seializacion de mTOR en
cultivos celulares (Hara et al., 1998). La leucina debe encontrarse en el citoplasma
para que mTOR se active. Esto es posible gracias a la existencia de un sistema
bidireccional de transportadores de aminoacidos (Nicklin et al., 2009).



Como se puede apreciar en la Figura 3.3, el elemento que vincula la presencia
de leucina en el interior celular con la activacion de mTOR es la familia de proteinas
Rag GTPasas (Ras-related GTP-binding protein) (Sancak et al., 2008) que son
heterodimeros unidos a nucledtidos de guanina de manera que se emparejan Rag A o
Rag B con Rag C o Rag D. Cuando Rag A/B esta asociado a GTP, Rag C/D lo estd a GDP
y viceversa.

Lisosoma

Figura 3.3. Los aminoacidos promueven la translocacién de mTOR a membranas lisosomales donde es
activado por mediacion de Rheb. AA, aminoacidos; mTOR, mechanistic target of rapamycin; Rag, Ras-
related GTP-binding protein; Rheb, Ras homolog enriched in brain.

En presencia de leucina se observa la conformacién activa (Rag A/B®™; Rag
C/D®®") que se puede unir a RAPTOR promoviendo la translocacién de mTOR a
membranas de endosomas y lisosomas donde las Rag GTPasas se encuentran
ancladas gracias a un complejo formado por tres pequefas proteinas (MP1, p14 y
p18) denominado Ragulator. Es en este momento cuando mTOR se encuentra en
disposicion de ser activado por Rheb (Ras homolog enriched in brain) cuya actividad
esta controlada por diversos factores de crecimiento (Jewell et al., 2013).

Aunque venimos hablando de aminodcidos, estudios recientes ponen de
manifiesto que el efecto atribuido a estos en relacién con la sintesis de proteinas en
musculo puede ser debido a un metabolito de la leucina: el B-hidroxi-B-metilbutirato
(HMB). Este produce una activacién de la ruta de sefalizacion de mTOR en miotubos
L6 mientras que la leucina no lo consigue. Mds aun, cuando las células se transfectan
con el gen codificante de la a-cetoisocaproatodioxigenasa, que es la enzima
encargada de la conversion de a-cetoisocaproato (un metabolito intermediario de la
leucina) en HMB, la adicién de leucina al medio de cultivo arroja resultados similares
a los obtenidos previamente con HMB en células no transfectadas (Girén et al.,
2015).



+ Factores de crecimiento

Hemos comentado en el apartado anterior que, en ultima instancia, la
activacion de mTOR es llevada a cabo por Rheb. A su vez, esta es modulada por
factores de crecimiento de manera que se activa cuando se encuentra unida a una
molécula de GTP. En mamiferos, el déficit de Rheb limita drasticamente la activacion
de mTOR aun en presencia de aminoacidos y factores de transcripcidon (Groenewoud
etal., 2013).

La insulina o el IGF-1 se unen a su receptor y activan la ruta de PI3K
(Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase) que conduce a la fosforilacién vy
activaciéon de PKB/Akt (Rommel et al., 2001). A su vez, Akt fosforila a TSC2 (tuberin)
gue junto a TSC1 (hamartin) forman el complejo TSC (tuberous sclerosis complex)
(Inoki et al., 2002). TSC desfosforilada tiene actividad GTPasa sobre Rheb de forma
gue queda unida a GDP vy, por tanto, inactiva. De este modo queda interrumpida la
sefializacion a través de mTOR (Inoki et al., 2003). Como hemos dicho anteriormente,
Akt tiene como sustrato a TSC2 que al fosforilarse hace que TSC pierda su actividad
GTPasa sobre Rheb de manera que queda en disposicion de activar a mTOR.

Por otra parte, Akt también tiene como sustrato a PRAS40 (regulador
negativo del complejo mTORC1) lo que da lugar a su unién a proteinas 14-3-3 e
impide que inhiba a mTOR (Vander Haar et al., 2007).

Otros factores de crecimiento actlan a través del eje de quinasas Ras-Raf-
MAPK/ERK. El ultimo de sus elementos, ERK1/2 también tiene como sustrato a TSC2
que se inactiva al fosforilarse (Ma et al., 2007). El resto del proceso es igual al
descrito en el caso de la fosforilacién a través de Akt, aunque los sitios de
fosforilacidn de estas quinasas en TSC2 son distintos.

La actuacién de todos estos factores de crecimiento queda resumida en la
Figura 3.4.

+ Balance energético y estrés

El uso de inhibidores quimicos de la glucolisis y de la funcion mitocondrial
originan una disminucidn de la actividad de mTOR en la célula poniendo de
manifiesto que es sensible al balance energético (Dennis et al., 2001). Esto es
realmente relevante ya que mTOR activa procesos celulares que conllevan un
importante gasto de energia que no podrian ser soportados por células con un déficit
energético.

En definitiva, la relacion AMP:ATP pudiera ser responsable de la regulacion
de mTOR. Si tomamos como ejemplo un tejido que esta sometido a una restriccion
de nutrientes, los niveles de ATP disminuyen rdpidamente y la relacién AMP:ATP
aumenta. Esta situacion es detectada por la proteina AMPK (5-AMP-activated
protein kinase) que fosforila a TSC2 permitiendo la formacién del complejo TSC que a
su vez ejerce su accion GTPasa sobre Rheb impidiendo su accién y, por tanto,
disminuyendo la sefalizacion a través de mTOR (Xu et al., 2012). Por otra parte,



AMPK también inhibe a mTORC1 por fosforilacion de RAPTOR provocando su unién a
proteinas 14-3-3 (Gwinn et al., 2008).
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Figura 3.4 mTOR es activado a través de las rutas de sefializacion de PI3K/Akt y Ras-Raf-MAPK/ERK. ®
indica fosforilacion activadora y ® con fondo sombreado fosforilacion inhibidora. Akt, RAC-alpha
serine/threonine-protein kinase; ERK, extracelular signal-regulated kinase; RS, insulin receptor
substrate; MEK, MAPK/ERK kinase; mTOR, mechanistic target of rapamycin; PDK, phosphoinositide
dependent protein kinase; PI3K, phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase; Rheb, Ras homologen
riched in brain; TSC1/2, tuberous sclerosis complex 1/2.

Ademas, existen diversos agentes estresantes que afectan a los niveles de
ATP. Si nos centramos en el caso de la hipoxia, la respiracién mitocondrial se ve
afectada, disminuyen los niveles de ATP y se desencadenan los efectos comentados
anteriormente. Ademas, la hipoxia puede inhibir a mTOR por un mecanismo
independiente de AMPK y es que por mediacién de HIF (hypoxia-inducible factor) se
induce la expresion de REDD1 (protein regulated in development and DNA damage
response 1) que promueve la formacion del complejo TSC que a su vez inhibe a mTOR
(Brugarolas et al., 2004).

Por ultimo hablaremos sobre el dafio en el DNA. La proteina p53 activa la
transcripcién de los genes que codifican para Sestrin-1 y Sestrin-2 y que pueden
activar a AMPK (Budanov y Karin, 2008).

En la Figura 3.5 se esquematiza cdmo el déficit energético, situaciones de
hipoxia y el daifo en el DNA conducen a la inhibicion de mTOR.
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Figura 3.5. Regulacion de la actividad de mTOR mediada por el balance energético celular y
situaciones de estrés. ® indica fosforilacion activadora y ® con fondo sombreado, fosforilacion
inhibidora. AMPK, AMP dependent protein kinase; HIF, hipoxia inducible factor; mTOR, mechanistic
target of rapamycin; REDD1, protein regulated in development and DNA damage response 1; Rheb, Ras
homolog enriched in brain; TSC1/2,tuberous sclerosis complex 1/2.

+ Estimulos “no cldsicos” de la ruta de mTOR

Hasta ahora podriamos decir que hemos hablado de los estimulos “clasicos”
de la regulacion de mTOR sobre los cuales existe una amplia base bibliografica. Sin
embargo, recientemente se ha puesto de manifiesto otra serie de estimulos que
podriamos denominar “no cldsicos”. Estos actlan a través de las vias de sefializacién
de Hippo y Wnt y estan representados de forma esquemadtica en la Figura 3.6.

e Hippo.

Esta ruta de sefializacién participa en la determinaciéon del tamafio de los
organos al limitar el numero de células que forman parte del mismo inhibiendo la
proliferacidn y activando la apoptosis (Zhao et al., 2011). Asi pues, se puede decir
que modula procesos celulares similares a los de mTOR pero en sentido contrario.

Si se produce la inhibicion de la quinasa LATS (large tumor suppressor
homolog), la proteina YAP (yes-associated protein) queda hipofosforilada y puede
dirigirse al nucleo donde promueve la transcripcidon del microRNA miRNA-29 el cual
inhibe la traduccion del mRNA de PTEN (phosphatase and tensin homolog) que es un
inhibidor de la sefializacion a través de PKB/Akt (Tumaneng et al., 2012). En resumen,
si se bloquea la sefializacién de la ruta Hippo, se impide la sintesis de un inhibidor de
Akt y por tanto esta puede desempeiar su funcién en la activacion de mTOR.

o Wnt

La ruta de sefializaciéon de Wnt estd implicada en la activacién de genes que
participan en la proliferacidon, diferenciacién, polaridad y migracion celular (Niehrs,
2012).
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Figura 3.6. Las rutas de sefializacion Wnt e Hippo modulan la actividad de mTOR. Las flechas
discontinuas indican movimientos entre distintas localizaciones intracelulares. ® indica fosforilacion
activadora y ® con fondo sombreado fosforilacion inhibidora. Akt, RAC-alpha serine/threonine-protein
kinase; GPCR, G protein-coupled receptor; GSK3B, glycogen synthase kinase-3 beta; LATS, large tumor
suppressor homolog; MST, mammalian STE20-like protein kinase; mTOR, mechanistic target of

rapamycin; PTEN, phosphatase and tensin homolog; Rheb, Ras homolog enriched in brain; TSC1/2,
tuberous sclerosis complex 1/2; YAP, yes-associated protein.

En lo que concierne a mTOR, la unidon de Wnt al receptor de membrana
Frizzled da lugar a la fosforilacion e inactivacién de GSK3pB. Puesto que GSK3pB en su
estado desfosforilado tiene un efecto inhibidor de mTOR por su actividad quinasa

sobre TSC2 que permite la formacién del complejo TSC, la fosforilacién de GSK3f da
lugar finalmente al efecto contrario, esto es, la activacion de mTOR (Inoki et al.,
2006).

3.1.2.2 Degradacion de proteinas en musculo esquelético

El sistema ubiquitina-proteasoma y el sistema autofagia-lisosoma constituyen

las dos vias mds importantes implicadas en la degradacion de proteinas en musculo
esquelético (Sandri, 2013). En condiciones fisioldgicas, estas maquinarias tienen un
papel esencial en el mantenimiento de la homeostasis al procurar el equilibrio del
recambio proteico. Los problemas aparecen cuando por diversas razones,
generalmente patoldgicas, se produce un incremento en su actividad que no se ve
contrarrestado por los mecanismos de sintesis de proteinas descritos anteriormente.

En este caso, se origina un desequilibrio en el recambio proteico y aparece la atrofia
muscular en sus distintos grados.



En las siguientes pdaginas estudiaremos el funcionamiento de ambos sistemas
de degradacion y su regulacion, principalmente a través de los factores de
transcripcién FoxO.

- El sistema ubiquitina-proteasoma

En este sistema, las proteinas que se van a degradar por la actuacién del
proteasoma 26S son marcadas previamente por la unidn covalente de una cadena de
moléculas de ubiquitina. Las ligasas de ubiquitina, o ligasas E3, se unen a la proteina
diana y catalizan el movimiento de las moléculas de ubiquitina desde las enzimas E2
(proteinas transportadoras de ubiquitina) a su sustrato. Este es el principal punto
regulador del proceso ya que las proteinas asi marcadas son acopladas al proteasoma
26S para su degradacion (Lilienbaum, 2013), a no ser que la cadena de poliubiquitina
sea retirada por las llamadas desubiquitinasas (Wing, 2013) (Figura 3.7).
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Figura 3.7. Esquema del funcionamiento del sistema ubiquitina-proteasoma. DUB, desubiquitinasa; E1,
E2 y E3, ligasas de ubiquitina; Ub, ubiquitina.

Entre las multiples ligasas E3 existentes, son dos las que presentan una
mayor expresién cuando se produce atrofia muscular: Atrogin-1 y MuRF1 (muscle-
specific RING finger protein 1) (Bodine et al., 2001). Los genes que codifican para este
tipo de proteinas relacionadas con la atrofia muscular son denominados
genéricamente en inglés atrogenes.

Atrogin-1 cataliza la degradacién del factor de transcripciéon miogénico MyoD
y del factor de inicio de la traduccion elF3f (Lagirand-Cantaloube et al., 2008;
Tintignac et al., 2005). El resultado de su accidn es una inhibicién de los procesos de
transcripcién y traduccion de determinados genes en musculo y la imposibilidad de
reponer las proteinas degradadas. Aunque este es su efecto principal, también se ha
observado que atrogin-1 tiene como sustrato proteinas sarcoméricas, enzimas, otros
factores de transcripcion y elementos del espliceosoma (Lokireddy et al., 2012).



Por otra parte, MLC1/2 (myosin light chain) y MyBP-C (myosin-binding
protein C) se encuentran en los filamentos gruesos de las miofibrillas musculares.
Estas proteinas tienen una funcion estabilizadora de la estructura del musculo y
pueden ser marcadas con moléculas de ubiquitina por MuRF1 y degradadas a
continuacién. Si esta situacion se mantiene en el tiempo, las miofibrillas pierden
progresivamente su estructura y MuRF1 puede ubiquitinar a MyHC (myosin heavy
chain)(Cohen et al., 2009).

- El sistema autofagia-lisosoma

La autofagia participa en la renovacion de los organulos y el recambio de las
proteinas de vida media larga, asi como en la eliminacién de componentes dafiados y
la degradacion de material celular para proporcionar una fuente de energia durante
periodos de ayuno y estrés (Klionsky y Codogno, 2013). Fallos en este sistema
pueden llevar a situaciones de atrofia muscular.

Existen tres tipos de autofagia: microautofagia, autofagia mediada por
chaperonas y macroautofagia. La mayoria de la informacion que se posee de este
proceso en musculo en relacién a la degradacién de proteinas se refiere a
macroautofagia. Para simplificar, de ahora en adelante cuando hablemos de
autofagia nos estaremos refiriendo a este ultimo tipo.

Este proceso comienza con la prolongaciéon de membranas especializadas del
reticulo endoplasmico (fagoforo) que envuelven parte del citoplasma y orgdnulos. Al
entrar en contacto sus extremos y fusionarse, forman una vesicula de doble
membrana llamada autofagosoma. La membrana externa del autofagosoma se
fusiona con el lisosoma originando el denominado autolisosoma y los materiales
incluidos en el interior de aquel son degradados por hidrolasas lisosomales
(Mizushima, 2011) (Figura 3.8).

El fendmeno que acabamos de describir es realmente complejo a nivel
molecular y en él participan numerosas proteinas (Atg proteins) de entre las cuales
destacaremos Atg8 (autophagy-related protein 8) de levaduras y su homdlogo de
mamiferos LC3 (microtubule-associated protein 1 light chain 3) que esta presente
tanto en el fagoforo como en el autofagosoma, lo que permite hacer un seguimiento
del proceso de autofagia en el tiempo.

LC3 tiene la capacidad de reclutar una serie de proteinas adaptadoras entre
las que destaca p62/SQSTM1 (sequestosome 1) que es degradada especificamente
por autofagia y actla como receptor de carga de sustratos ubiquitinados de modo
que estos también son degradados por autofagia de forma selectiva (Johansen vy
Lamark, 2011).
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Figura 3.8. Esquema del proceso de autofagia.

Una completa revisién sobre el papel de las proteinas Atg se puede encontrar
en Mizushima et al. (2011).

- Los factores de transcripcion FoxO regulan la degradacién de
proteinas

La familia de factores de transcripcion FoxO activa de forma coordinada la
degradacién de proteinas tanto a través del proteasoma como por autofagia (Zhao et
al., 2007). De hecho, parece ser que su participacidon es imprescindible para que
estas vias funcionen.

Por un lado, FoxO1 y 3 son necesarios para la transcripcion de los genes de
las ligasas E3 atrogin-1 y MuRF1 del sistema ubiquitina-proteasoma (Mammucari et
al., 2007; Waddell et al., 2008). Por otro lado, FoxO3 incrementa la transcripcion de
numerosos genes relacionados con la autofagia entre los que se encuentra el gen
codificante para LC3 (Zhao et al., 2008).

Para concluir, diremos que existen diversos elementos que participan en la
regulacién de la sintesis de proteinas y que también tienen un papel relevante en la
degradacion. De entre ellos queremos destacar dos: Akt y AMPK (ver Figura 3.9).

Como ya dijimos en su momento, Akt fosforila y activa mTOR que es el
principal elemento regulador de las rutas de sintesis de proteinas; pero ademas, Akt
puede fosforilar a FoxO dando lugar a su inhibicién ya que la fosforilacién de FoxO
provoca su exclusién del nucleo y su retenciéon en el citoplasma por proteinas 14-3-3
(Brunet et al., 1999). De esta manera FoxO no puede llevar a cabo su papel como
factor de transcripcion.



Por su parte, AMPK que ya vimos que inhibia la sintesis de proteinas por
activacion del complejo TSC, también fosforila a FoxO dando lugar en esta ocasion a
su activacién (Greer et al., 2007) y desencadenando todos los procesos descritos
anteriormente que favorecen la degradacién de proteinas.
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Figura 3.9. FoxO activa la transcripcion de genes implicados en la degradacion de proteinas. Akt y
AMPK pueden fosforilar a los mismos sustratos (mTOR y FoxO), pero sus efectos son antagénicos. Las
flechas discontinues indicant movimientos intracelulares. Akt, RAC-alpha serine/threonine-
protein kinase; AMPK, AMP dependent protein kinase; FoxO, forkhead box protein O; IRS,
insulin receptor substrate; mTOR, mechanistic target of rapamycin; PI13K, phosphatidylinositol
4,5-bisphosphate 3-kinase.



3.2 Neurogénesis y neuroproteccion

3.2.1 Neurogénesis

Hasta finales del siglo pasado, la idea de que el sistema nervioso central
carecia de la capacidad para la formacion de nuevas células nerviosas era
mayoritariamente aceptada por la comunidad cientifica. En este sentido se pensaba
que la especializacién extrema de las funciones cerebrales en mamiferos era
incompatible con la generacién de nuevas neuronas en el cerebro adulto. A dia de
hoy, sin embargo, se conoce que si existe una produccién, aunque limitada, de
nuevas neuronas en el sistema nervioso central de vertebrados superiores. Este
fendmeno se denomina neurogénesis (Gage y Temple, 2013).

Los primeros experimentos que pusieron de manifiesto la existencia de la
neurogénesis fueron realizados por Altman (1962) y en ellos demostraba que células
del giro dentado del hipocampo podian incorporar timidina radiactiva, sefial de que
existia una divisién celular. Se puede decir que estos resultados fueron ignorados,
cuando no duramente criticados, hasta la década de los noventa cuando nuevos
experimentos pusieron de manifiesto la existencia de células madre neuronales
(Palmer et al., 1995; Palmer et al., 1997; Reynolds y Weiss, 1992). Estas son células
que pueden producir nuevas células madre o generar las distintas poblaciones
celulares del sistema nervioso: neuronas, oligodendrocitos y glia (Colucci-D'Amato et
al., 2006).

En mamiferos, la neurogénesis en adultos se produce fundamentalmente en
dos regiones del cerebro: la zona subgranular del giro dentado del hipocampo
(Kokoeva et al., 2005) y en la zona subventricular de los ventriculos laterales (Gritti et
al., 2002). En ambas localizaciones se generan neuroblastos precursores con
capacidad de diferenciacidn. Este proceso se lleva a cabo en el propio giro dentado
en el primer caso y en el bulbo olfatorio en el segundo tras un proceso de migracion
denominado corriente migratoria rostral. En humanos no se observa la formacién de
nuevas neuronas en el bulbo olfatorio, quizads debido al menor desarrollo de esa zona
del cerebro en comparacién con los animales, pero si en otras regiones como el
cuerpo estriado (Ernst et al., 2014).

Todos estos procesos de formacidn, diferenciacion y movilizacién tienen un
alto nivel de regulacion y modulacion a través de una serie de programas intrinsecos
y factores extrinsecos. Una completa revisidon sobre este tema se puede encontrar en
Lledo et al. (2006).




Por otra parte, se conocen o se han sintetizado una serie de compuestos que,
adicionados a los medios de cultivo, permiten diferenciar los neuroblastos cultivados
en el laboratorio en los distintos linajes celulares. De esta manera se pueden obtener
neuronas de tipo dopaminérgico, GABAérgico, glutamatérgico, etc. En la Figura 3.10
se muestra un esquema con los diversos compuestos que se emplean para llevar a
cabo la diferenciacién asi como los marcadores moleculares de diferenciacion de
cada tipo neuronal.
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Figura 3.10. Los neuroblastos se pueden diferenciar en distintos tipos de neuronas en funcién de los
componentes del medio de cultivo. Junto a las flechas se indican los componentes que se adicionan al
medio en funcidn del linaje celular deseado y junto a la representacion de la neurona se indican los
distintos marcadores moleculares de diferenciacion neuronal. BDNF, brain-derived neurotrophic factor;
BMP, bone morphogenetic protein; DARPP, dopamine and cAMP regulated neuronal phosphoprotein;
dbcAMP, dibutyrylcAMP; FGF, fibroblast growth factor; GAD, glutamate decarboxylase; GDNF, glial cell
line-derived neurotrophic factor; |GF, insulin-like growth factor; MAP, microtubule-associated protein;
Nurrl/NR4A2, nuclear receptor subfamily 4 group A member 2; NT, neurotrophin; Pax, paired box
protein; SHH, Sonic hedgehog protein; TH, tyrosine hydroxylase;VGIuT, vesicular glutamate transporter;
VMAT, vesicular monoamine transporter.



3.2.2 Estrés oxidativo, enfermedades neurodegenerativas vy
neuroproteccion

El oxigeno es uno de los elementos mas abundantes en la Tierra y es esencial
para la produccion de energia por parte de los organismos aerobios. Sin embargo, es
el uso del oxigeno como ultimo aceptor de electrones en la cadena respiratoria una
de las principales causas por las que se forman especies reactivas de oxigeno (ROS)
en la célula que pueden dafar a estos mismos organismos. Para hacer frente a esta
toxicidad, los seres aerobios han desarrollado sistemas antioxidantes.

El estrés oxidativo se presenta cuando hay un desequilibrio entre las ROS y
los sistemas antioxidantes en favor de las primeras y esta relacionado con la etiologia
de diversas enfermedades neurodegenerativas y el cancer.

Diversos estudios ponen de manifiesto que las modificaciones sufridas por
macromoléculas como los lipidos, las proteinas y el DNA por la accion de las ROS
contribuyen al desarrollo de estas enfermedades (Thanan et al., 2015). Ademas, en
los ultimos afos también se ha comprobado que el estrés oxidativo puede causar
apoptosis y esta, a su vez, parece jugar un papel relevante en el desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas (Radi et al., 2014).
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Figura 3.11. Causas y consecuencias del estrés oxidativo en el organismo. Si la agresion de los agentes
oxidantes es contrarrestada efectivamente por los agentes antioxidantes, entonces es posible mantener
la homeostasis. De lo contrario, se produce un dafio en macromoléculas que da lugar a una disfuncién
del tejido originando la enfermedad.




3.2.2.1 Estrés oxidativo

- Estrés oxidativo y dano en macromoléculas

+ Lipidos: peroxidacion

La peroxidacion lipidica es una compleja reaccion de las ROS sobre los acidos
grasos poliinsaturados que estdn conjugados con el glicerol de los fosfolipidos de la
bicapa lipidica de las membranas bioldgicas.

Con el ataque de un radical libre de oxigeno sobre los hidrégenos de los
grupos metileno de los acidos grasos poliinsaturados se inicia una reaccién en cadena
en la que se forman, en primer lugar, intermediarios inestables que pueden llevar a la
pérdida de la estabilidad y de las propiedades de la membrana y, posteriormente,
productos finales de reaccidon que pueden interactuar con otras moléculas y causar
dafios en proteinas y DNA (Reed, 2011).

Los productos finales de la reaccién son aldehidos electrofilicos altamente
reactivos entre los que destacan la acroleina, su derivado malondialdehido y sobre
todo el 4-hidroxi-2-nonenal (HNE). Estos aldehidos tienen la capacidad de unirse
covalentemente a proteinas formando aductos estables con los residuos de cisteina,
lisina, e histidina a través de una adicion de Michael (Esterbauer et al., 1991).

El cerebro, al ser rico en d4cidos grasos poliinsaturados y presentar
concentraciones de oxigeno del orden de milimolar en sus membranas, redne todos
los ingredientes necesarios para que se produzca la peroxidacion lipidica (Subczynski
y Hyde, 1983). Varias sustancias antioxidantes junto a diversas enzimas (ver 3.2.2.4)
hacen que los productos de la peroxidacién lipidica disminuyan significativamente
(Kuiper et al., 2011; Montine et al., 2003; Subramaniam et al., 1997).

Cuando los mecanismos de defensa fallan, se produce un dafio que, si se
prolonga en el tiempo, se asocia a la aparicién de enfermedades neurodegenerativas
como Alzheimer (Subbarao et al., 1990), Parkinson (Dexter et al., 1994), esclerosis
lateral amiotréfica(Ferrante et al., 1997) y enfermedad de Huntington (Browne et al.,
1999).

+ Proteinas

Las modificaciones de proteinas por oxidacién pueden ser inducidas de forma
directa por la reacciéon con las ROS o de forma indirecta por la reaccién con
productos secundarios del estrés oxidativo como HNE (Berlett y Stadtman, 1997).

Los residuos de cisteina y metionina son particularmente propensos a sufrir
el ataque directo de las ROS sobre los radicales sulfhidrilopara originar radicales
sulféxido.



Si el estrés oxidativo es severo o se mantiene en el tiempo, entonces se
originan proteinas carboniladas. Los mecanismos por los que se generan son
diversos:

a) Oxidacion directa de las cadenas laterales de los restos de prolina,
arginina, lisina y treonina para originar aldehidos o cetonas (Berlett y
Stadtman, 1997).

b) Rotura oxidativa de la proteina via a-amidacidn u oxidacién de las
cadenas laterales de restos de glutamina (Berlett y Stadtman, 1997).

¢) Reaccidon con productos generados durante la peroxidacion lipidica (HNE,
malondialdehido, acroleina) por adicién de Michael (Sayre et al., 2006).

d) Reaccién del grupo amino de los residuos de lisina con azucares
reducidos o por la oxidacion de sus productos de reaccion (glicacion)
(Stadtman y Levine, 2003).

A modo de apunte diremos que las proteinas carboniladas se consideran un
mejor marcador de estrés oxidativo que los productos de la peroxidacion lipidica
porque son estables y permanecen circulando en sangre durante mas tiempo (Pantke
et al., 1999).

Las proteinas oxidadas son, en definitiva, proteinas que han sufrido
modificaciones en su estructura. Dichas modificaciones pueden dar lugar a una
alteraciéon o pérdida de su funcién y, en consecuencia, dafiadas deben ser
degradadas.

Se sabe que el proteasoma es el principal encargado de eliminar las proteinas
oxidadas (Breusing y Grune, 2008). Cuando el nivel de oxidacion es muy elevado
tienden a formar agregados como resultado de la formacion de nuevas uniones
covalentes, interacciones hidrofdbicas y puentes disulfuro. Estos agregados ya no
pueden ser degradados por el proteasoma (Grune et al., 2004) y en condiciones
normales son retirados por la via de la autofagia (Knaevelsrud y Simonsen, 2010). Si
por alguna razon fisiopatoldgica esto no es posible, con el paso del tiempo el material
se acumula en el interior de la célula y da lugar a una inhibicidn del proteasoma que
no podra ejercer su funcion habitual y degradar otros tipos de proteinas (Keck et al.,
2003). Los agregados iniciales pueden seguir sufriendo nuevas oxidaciones lo que
potencia la formacidn de nuevos agregados de mayor peso molecular e insolubilidad
(Grune et al., 2004). A todo lo dicho debemos afiadir que el proteasoma se inhibe en
presencia de cantidades elevadas de ROS (Reinheckel et al., 1998).

+ DNA

La exposicion crénica de la célula al estrés oxidativo puede dar lugar a
cambios permanentes en el genoma (Cooke et al., 2003). La acumulacién de lesiones
oxidativas del DNA puede inducir la mutagénesis, la pérdida de la homeostasis y la
apariciéon de enfermedades.



Aungue son numerosos los tipos de lesiones que se pueden producir en el
DNA por dafio oxidativo (modificaciones en las bases y/o los azlcares, formacion de
aductos, rotura de una o dos hebras), resulta de especial interés la modificacién de
bases y especialmente la formacion de 8-oxo-2’-desoxiguanosina (8-oxodG) por
interaccion de las bases de guanina con radicales hidroxilo (Sedelnikova et al., 2010).
Dicha base modificada se encuentra en equilibrio tautomérico con 8-hidroxi-2’-
desoxiguanosina (8-OHdG). En la literatura cientifica ambas nomenclaturas se usan
indistintamente para el mismo compuesto (Valavanidis et al., 2009).

Diversos experimentos han demostrado el potencial mutagénico de8-OHdG
por una pérdida de especificidad de apareamiento de bases, la insercion de un
nucledtido de adenina frente a la lesidn y el cambio de nucledétidos GC por TA (Cheng
et al., 1992; Valavanidis et al., 2009).

La determinacion y el analisis de 8-OHdG se puede realizar en muestras
bioldgicas (orina, tejidos, DNA leucocitario) y constituye un valioso marcador de dafio
por estrés oxidativo (Lin et al., 2004).

3.2.2.2 Estrés oxidativo y apoptosis

La apoptosis es un tipo de muerte celular regulada por una serie de
complejas rutas de sefializacion. Juega un papel importante en el mantenimiento de
la homeostasis de los distintos tejidos y durante el desarrollo embrionario. Una
completa revision de este proceso se puede encontrar en Elmore (2007). En este
apartado nos centraremos en cdmo influyen las ROS sobre la apoptosis.

- ASK1

Dentro de la compleja cascada de sefiales que regulan la apoptosis se
encuentra ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1), una proteina perteneciente a
la familia de las MAP3K que se comporta como un sensor redox y puede determinar
el grado y duracion del estrés oxidativo de manera que, si son excesivos, se activaran
los mecanismos celulares necesarios para desencadenar la apoptosis (Shiizaki et al.,
2013).

ASK1 formo homo-oligdmeros por interaccion de dos mondmeros por su
extremo carboxilo (Noguchi et al., 2005). En condiciones basales, se une Trx
(thioredoxin) al extremo amino de ASK1 e impide su activacion (Fujino et al., 2007).
La proteina Trx presenta dos restos de cisteina proximos entre si (C32 y C35) que en
presencia de ROS se oxidan y forman un puente disulfuro. Cuando esto ocurre, Trx se
separa de ASK1 permitiendo la interaccién de los mondmeros también por su
extremo amino. Este proceso es facilitado por las proteinas TRAF2/6 (tumor necrosis
factor receptor-associated factor). En estas condiciones se produce la
autofosforilacion de ASK1 en T838 dando lugar a la forma activa de la proteina
(Tobiume et al., 2002).



- JNK

En la situacidon descrita en el apartado anterior en que se ha formado el
heterodimero activo ASK1, se activan a su vez una serie de MAPK que acaban
fosforilando a JNK (c-Jun N-terminal kinase) que tiene la capacidad de inducir la
apoptosis a través de dos mecanismos:

a) Un mecanismo directo por modulacién mediante fosforilacién de la
actividad de proteinas antiapoptdticas como Bcl2 (Yamamoto et al,,
1999) y proapoptéticas como BID (BH3-interacting domain death agonist)
(Prakasam et al., 2014), BIM, BAD (Bcl2-associated agonist of celldeath) y
BMF (Bcl-2-modifying factor) (Lei y Davis, 2003).

b) Un mecanismo indirecto por translocacion de JNK al nucleo y activacion
por fosforilacién de c-Jun para permitir su dimerizacién con c-Fos dando
lugar al factor de transcripcidon AP-1 que induce la transcripcion de genes
que codifican proteinas proapoptdticas como TNFa (tumor necrosis
factor a), Fas-L (Fas Ligand) y Bak (Bcl-2 homologous antagonist/killer).

3.2.2.3 Enfermedades neurodegenerativas

- Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer es la enfermedad neurodegenerativa mas
comun ya que afecta al 1-2% de la poblacién mayor de sesenta y cinco afios y hasta el
50% de los sujetos mayores de ochenta y cinco. Ademas, es la causa mdas comun de
demencia (60-80% de los casos) (Espinet et al., 2015).

Esta enfermedad se caracteriza por la degeneracion progresiva y masiva de
neuronas y sinapsis en zonas especificas del cerebro como el hipocampo y la corteza
que, en ultima instancia, dan lugar al deterioro cognitivo y a la pérdida de Ia
memoria.

A nivel histoldgico, la enfermedad se caracteriza por la aparicion de las placas
seniles formadas por agregados de péptido B-amiloide y los ovillos neurofibrilares
constituidos por proteina tau hiperfosforilada (Metsaars et al., 2003).

El péptido B-amiloide favorece la conjugacion de HNE con el transportador de
glutamato impidiendo la retirada del neurotransmisor de la hendidura sindptica lo
cual tiene un efecto neurotdxico que se relaciona con la aparicion de la enfermedad
de Alzheimer (Lauderback et al., 2001).

La proteina tau actla estabilizando los microtibulos. Una vez que se
hiperfosforila ya no puede sostener el ensamblaje de los microtibulos dando lugar a
la desintegracion de la estructura y finalmente a la muerte celular. La acroleina
parece jugar un papel relevante en la inactivacién de la proteina tau (Kuhla et al.,
2007).



Ademas, se han observado niveles elevados de proteinas carboniladas en las
cortezas frontal y parietal asi como el hipocampo, pero no en el cerebelo donde la
enfermedad de Alzheimer no se manifiesta (Ansari y Scheff, 2010).

Por otra parte, UCH-L1 (ubiquitin carboxyl terminal hydrolase L1) es una
enzima que hidroliza cadenas de poliubiquitina para generar mondmeros de
ubiquitina. En condiciones de estrés oxidativo, UCH-L1 es modificada por oxidacion y
su actividad es inhibida. De este modo disminuyen las unidades de ubiquitina
disponibles para marcar proteinas que deben ser degradadas por el proteasoma, de
manera que no se degradan y, en consecuencia, se favorece la formacién de
agregados (Choi et al., 2004).

Finalmente, la determinacion de 8-OHdG en el liquido cefalorraquideo y en
los cerebros de sujetos que sufrieron la enfermedad arrojé valores mas altos que en
los correspondientes controles (Lovell et al., 1999; Mecocci et al., 1994).

- Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson es la segunda enfermedad neurodegenerativa
mas frecuente. Se caracteriza por una disminucién en la funcién motora en forma de
temblor en reposo, rigidez muscular, acinesia y bradicinesia.

Esta enfermedad se atribuye a la formacidon de agregados de a-sinucleina,
una proteina que participa en la funcién mitocondrial y en la formaciéon de las
vesiculas sinapticas (Bonini y Giasson, 2005; Chinta et al., 2010). Dichos agregados
son el principal componente de los cuerpos de Lewy que se localizan principalmente
en el putamen y la sustancia negra; ambas regiones relacionadas con el movimiento.
Ademas, la dopamina, el principal neurotransmisor implicado en la funcién motora,
disminuye radicalmente en las neuronas.

Por una parte, la acroleina puede modificar la a-sinucleina en neuronas
dopaminérgicas originando una disfuncién mitocondrial (Shamoto-Nagai et al., 2007).
Por otra parte, se ha observado la formacién de aductos de HNE y malondialdehido
en los cuerpos de Lewy (Dalfo y Ferrer, 2008). También se ha comprobado que HNE
altera el transporte de dopamina (Morel et al., 1998).

Ademads, se han encontrado niveles de malondialdehido hasta diez veces
mayores en la sustancia negra de cerebros post mortem de pacientes con
enfermedad de Parkinson que en otras regiones del cerebro y en los
correspondientes controles (Dexter et al., 1989).

En relacién a las proteinas carboniladas, se ha comprobado que sus niveles
son superiores en los cerebros de enfermos de Parkinson que en los de individuos
sanos (Alam et al.,, 1997a), pero aparecen en las regiones afectadas por la
enfermedad y también en otras. Puesto que la mayoria de los pacientes son tratados
con L-DOPA se ha propuesto que esta contribuye al proceso de carbonilaciéon dado
qgue ha mostrado tener propiedades prooxidantes in vitro (Ogata et al., 2005).



Lo referido en el apartado anterior a la oxidacidn de UCH-L1 y la disminucidn
de mondmeros de ubiquitina disponibles para el marcaje de proteinas que deben ser
degradadas también es aplicable a la enfermedad de Parkinson y la formacion de
agregados de proteinas.

Por ultimo, diremos que los niveles de 8-OHdG en diversas zonas del cerebro
de individuos que padecian la enfermedad se encontraban elevados respecto a los
sujetos control, especialmente en la sustancia negra (Alam et al., 1997b). Otros
estudios pusieron de manifiesto un incremento similar en el liquido cefalorraquideo
(Isobe et al., 2010).

- Enfermedad de Huntington

La enfermedad de Huntington se produce por un nimero anormalmente alto
de repeticiones de glutamina en la proteina huntingtina. Mientras que en los
individuos sanos se encuentran entre seis y treinta y una repeticiones, los enfermos
cuentan con entre treinta y seis y ochenta y dos repeticiones. Esta proteina parece
estar involucrada en la sefializacién celular y el transporte vesicular (Truant et al.,
2006). Los individuos que padecen esta enfermedad suelen presentar cambios de
comportamiento en un principio y mas adelante movimientos anormales y demencia
gue empeora lentamente.

Se han observado incrementos significativos de HNE en zonas del cerebro
con inclusiones de huntingtina (Sorolla et al., 2008) asi como niveles elevados de
malondialdehido (Browne et al., 1999). Por su parte, los niveles de proteinas
carboniladas y de 8-OHdG se encuentran elevados en plasma (Mitsumoto et al.,
2008; Tunez et al., 2011).

- Esclerosis lateral amiotréfica (ELA)

La ELA es una enfermedad neurodegenerativa cronica y progresiva en la que
las neuronas motoras van muriendo dando lugar a debilidad muscular, atrofia y
espasticidad (Cleveland y Rothstein, 2001). Finalmente, se origina una pérdida total
de los movimientos voluntarios en un periodo de uno a cinco afos.

Existen dos variantes: hereditaria y esporadica. El primer grupo constituye
aproximadamente el 10% de los enfermos. De ellos, uno de cada cinco presenta una
mutacién en la secuencia codificante de la superdxido dismutasa que reduce su
capacidad para eliminar radicales libres lo que favorece la peroxidacién lipidica
(Gurney et al., 1994).

Sorprendentemente, los niveles de proteinas carboniladas en plasma no
difieren entre individuos con la enfermedad e individuos sanos, pero si se ha
encontrado una mayor concentracién de 8-OHdG en orina (Mitsumoto et al., 2008).



3.2.2.4 Sistemas de defensa frente al estrés oxidativo

Como hemos podido ver, son numerosos los efectos negativos del estrés
oxidativo sobre el organismo en general y sobre el cerebro en particular. En
condiciones fisiolégicas, para evitar dichos efectos nocivos, los seres vivos han
desarrollado diversas estrategias como la prevencién del dafio, los mecanismos de
reparacion y los sistemas de defensa antioxidante. Estos ultimos estan constituidos
por una red de moléculas, tanto de tipo enzimatico como no enzimatico, que se
distribuyen entre el citoplasma y diversos organulos (Durackova, 2010).

En los eucariotas, encontramos un primer grupo de enzimas antioxidantes
como superoéxido dismutasa, catalasa, glutation reductasa y diversas peroxidasas que
catalizan una compleja cascada de reacciones que convierten los radicales libres de
oxigeno en moléculas mas estables como H,0 y O,.

Existe un segundo grupo de enzimas que participan junto a determinadas
sustancias antioxidantes de bajo peso molecular en una serie de reacciones de éxido-
reduccién cuyo producto son los cofactores que dan soporte a la actuacién del
primer grupo de enzimas.

Por otra parte, encontramos una serie de antioxidantes de tipo no enzimatico
como glutatién, NADPH, vitaminas E y C, tiorredoxina y algunos metales como selenio
gue actuan bloqueando directamente a los radicales libres de oxigeno (Rahal et al.,
2014).

En conjunto, todas estas moléculas son necesarias para el mantenimiento del
equilibrio redox en el interior de la célula y evitar los efectos nocivos del estrés
oxidativo (ver Figura 3.11).



4 OBJETIVOS

Las rutas de sefializacion Ras-Raf-MAPK/ERK y PI3K/Akt participan en
importantes procesos relacionados con el mantenimiento de la homeostasis en los
tejidos y la supervivencia celular. En concreto, son numerosos los estudios que
demuestran que, en musculo esquelético y en cerebro, estas rutas estan implicadas
en procesos de diferenciacion celular (miogénesis y neurogénesis), regulacion del
metabolismo proteico y control de la apoptosis. La alteracidn de estos procesos esta
asociada a enfermedades que acaban dando lugar a sarcopenia en el caso del
musculo y trastornos neurodegenerativos en el caso del cerebro.

Por otra parte, experimentos previos realizados en nuestro laboratorio, han
puesto de manifiesto que el tungstato soédico, un compuesto descrito como
antidiabético oral, tiene la capacidad de incrementar los niveles de GLUT4 en
miotubos L6 de rata a través de un mecanismo asociado a ERK1/2 y MEF2D (Giron et
al., 2008).

Tomando como punto de partida la relacién existente entre el tungstato
sédico, la activacion de ERK1/2 y la induccion de la expresién de MEF2D, nos
planteamos como objetivo general de este trabajo conocer los efectos del tungstato
sédico sobre los procesos de diferenciacidon celular, asi como evaluar sus efectos
frente a situaciones de estrés que originan alteraciones en el metabolismo proteico e
inducen la apoptosis.

Para ello, nos planteamos los siguientes objetivos especificos:

1. Analizar el efecto del tungstato sédico sobre la diferenciacion celular.
Para ello procederemos a realizar cultivos de las lineas celulares L6
(muscular) y Neuro2a (neuronal) y estudiaremos si se producen cambios
en el proceso de diferenciacién al suplementar los medios de cultivo con
tungstato sddico.

2. Estudiar el efecto del tungstato sodico sobre el recambio proteico. La
activacion de las rutas de ERK1/2 y Akt dan lugar a la activacion de mTOR
gue culmina en un incremento de la sintesis de proteinas. Examinaremos
la accion del tungstato sddico sobre estas quinasa en ausencia y
presencia de corticoides que inducen la degradacion de proteinas.

3. Comprobar el efecto del tungstato sdédico frente a la induccién de
apoptosis por estrés oxidativo. Puesto que la quinasa ERK1/2 juega un
papel relevante en el control de la apoptosis mediada por estrés
oxidativo, analizaremos el papel del tungstato sédico en este tipo de
muerte celular.






5 MATERIAL Y METODOS

5.1 Material

5.1.1 Instrumentacion.

Para el cultivo y manipulacion de bacterias se han usado los siguientes
equipos:

e Campana de flujo laminar horizontal Micro-V de Telstar.

e Incubador Gallenkamp con termostato y agitacién orbital.

Por otra parte, para el cultivo y observacion de células eucariotas se
emplearon los dispositivos siguientes:

e Campana de flujo laminar Microflow de MDH.

e Incubador de CO, Memmert INC 153.

e Microscopio éptico invertido Olympus CK2.

e Microscopio dptico invertido para fluorescencia Olympus CKX41.

e Unidad de alimentacién Olympus U-RFLT 50 para ldmpara de mercurio de

100 W.
e Microscopio confocal Leica DMI 6000.
e Camara digital refrigerada CCD Olympus XC30.

Para el aislamiento, la purificacion y el analisis de acidos nucleicos se empled:

e Cubetas Mini-Sub para electroforesis horizontal de Bio-Rad.

e Transiluminador de luz ultravioleta New Brunswick Scientific.

e Termociclador Perkin-Elmer 9700.

e Sistema MiniOpticon para PCR a tiempo real de Bio-Rad.

e (Camara fotografica Kodak DC-120 combinada con el 1D Image Analysis
Software de Kodak.

El andlisis de proteinas procedentes de cultivos celulares se llevd a cabo con
la instrumentacidn que se detalla a continuacion:
e Cubeta para electroforesis vertical Mini-PROTEAN Tetra Cell de Bio-Rad.
e Dispositivo para transferencia Trans-Blot Turbo Transfer System de Bio-
Rad.
e Sistema de deteccidn de quimioluminiscencia ChemiDoc-It 810 Imager de
UVP.

Otros dispositivos empleados para la obtencion de datos a partir de los
experimentos realizados fueron:

e Lumindmetro Sirius L Tube Luminometer de Berthold Detection Systems.

e Contador multicanal de centelleo liquido LS 6000 de Beckman.



Fluorimetro Shimadzu RF-5301 PC.
Citédmetro de flujo BD FACS Calibur de BD Biosciences.
Secuenciador de DNA 373 Strecht de Applied Biosystems.

Finalmente, se enumeran otros aparatos de uso general en el laboratorio que
fueron empleados durante el desarrollo de los experimentos que se describen mas

adelante:

Autoclave Selecta.

Estufa con termostato Memmert 500.

Bano de agua con termostato Precisterm de Selecta.
Termobloque Multiplaces de Selecta.

Espectrofotometro Beckman DU 640.

Lector de placas Sunrise de Tecan.

pHmetro XS Instruments modelo pH 510.

Centrifuga de sobremesa Eppendorf modelo5415 D.

Centrifuga de sobremesa refrigerada Eppendorf modelo 5415 R.
Centrifuga de sobremesa Heraeus Megafuge 16 R.

Centrifuga J2-21 de Beckman.

Ultracentrifuga M7-80 de Beckman.

Centrifuga con bomba de vacio Heraeus Centrivac.

Rotador de tubos VWR.

Homogeneizador ultrasénico UP 100H de Hielscher Ultrasound
Technology.

Balanzas Precisa.

Fuente de alimentacién PowerPac 300 de Bio-Rad.

Agitador magnético con calefactor Benchmark Scientific H4000-HSE.
Agitador tipo vortex Reax Top de Heidolph.

Mesa agitadora Stuart SSM1.

Micropipetas Gilson y Eppendorf.

Cédmara friaa 4 °Cy congeladores a-20 °Cy a -80°C.

5.1.2 Lineas celulares.

5.1.2.1 Procariotas.

Se empled la cepa XL1-Blue de Escherichia coli (recA1 endA1l gyrA96 thi-1
hsdR17 supE44 relAl lac[F" proABlaclqZAM15 Tn10 (Tetr)]).

Es una cepa de uso habitual en la clonacidon de plasmidos recombinantes.
Presenta mutaciones en los genes endAl, hsdR y recA. Los dos primeros codifican
para endonucleasas y el tercero participa en el fendmeno de recombinaciéon de DNA.
En su conjunto, garantizan la integridad del plasmido.



Por otra parte, incluye los genes laclq y ZAM15en el episoma F'. El gen
ZAM15es una mutacion del gen LacZ que hace que se exprese la enzima PB-
galactosidasa sin la subunidad a. Este enzima es imprescindible si se desea usar el
sistema de seleccidn por a-complementacion y rastreo por color azul-blanco de los
clones.

5.1.2.2 Lineas celulares eucariotas.

- L6.C11 (ECACC92102119)

Las células L6 son mioblastos de rata que en las condiciones apropiadas de
cultivo (ver 5.1.3.2), tienen la capacidad de fusionarse para formar miotubos
multinucleados y fibras estriadas (Mandel y Pearson, 1974).

- Neuro2a (ATCC - CCL-131)

Son neuroblastomas procedentes de la cresta neural de ratén que tienen la
capacidad de diferenciarse en neuronas en el transcurso de pocos dias cuando son
cultivadas en presencia de los efectores adecuados (ver 5.1.3.2) (Olmsted et al.,
1970).

- CHO-K1 (ATCC - CCL61)

Se trata de una linea celular epitelial de ovario de hamster muy empleada
por la facilidad de cultivo y transfeccion (Puck et al., 1958).

5.1.3 Material para el cultivo de células

5.1.3.1 Medios de cultivo para bacterias

Los medios de cultivo empleados para el crecimiento de bacterias se
esterilizaron antes de su utilizacidon por calor humedo a 120 °C y 1 bar de presion
durante treinta minutos.

El medio que se utilizd habitualmente para el crecimiento de la cepa XL1-
blue de E. coli fue el medio Luria Bertani (LB) (Sambrook, 1989), cuya composicion
por litro es la siguiente: 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, 5 g de cloruro
sodico. Para la preparacién de medio sdlido LB se afiadié a la mezcla agar
bacterioldgico hasta alcanzar una concentracién final de 1,5% (p/v). Los distintos
componentes del medio fueron proporcionados por Scharlau Microbiology vy
Panreac.

Ademads, cuando fue necesario seleccionar bacterias portadoras de genes de
resistencia a antibiéticos, se prepararon soluciones madre de diversos antibiéticos



gue posteriormente se adicionaron al medio de cultivo en una proporcién 1:1000. La
ampicilina (50 mg/mL, Sigma) y la kanamicina (25 mg/mL, Sigma) se prepararon en
agua destilada y fueron esterilizadas por filtracion; mientras que la tetraciclina (15
mg/mL, Amresco) se disolvid en metanol. En todos los casos, las soluciones se
almacenaron a -20 °C.

Por ultimo, en el proceso de preparacién de células competentes (ver
5.2.1.2), fueron necesarias las soluciones que se detallan a continuacion:

“Medio A”: Medio LB.....ccoovreeriieeieeeiee e, 49 mL
20% (p/v) glucosa .......cccueevveeennnnnns 500 pL
LM MESO4 cerereerereereeeeeseeeeeeeenenne 500 pL

“Solucion B”: Se disuelven en Medio LB los siguientes componentes en las
proporciones indicadas: 36% (v/v) glicerol, 12% (p/v) PEG 7500, 12 mM MgSO,.

5.1.3.2 Medios de cultivo para lineas celulares eucariotas

Se empled como medio de cultivo DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle Medium)
suplementado con 100 U/mL penicilina, 100 pg/mL estreptomicina, 2 mM L-
glutamina y 10% (v/v) de suero bovino fetal. Todos estos medios y suplementos
proceden de Sigma.

Para la diferenciacion de los mioblastos L6 en miotubos se usd el mismo
medio base, pero con una concentracion de suero bovino fetal del 2% (v/v).

En el caso de la diferenciacién de las células Neuro2a en neuronas, se redujo
la concentracién de suero bovino fetal al 0,5 % (v/v) y se afiadieron los efectores que
se indican en el apartado correspondiente de “Resultados”.

Para la transfeccion de células eucariotas se utilizé DMEM suplementado con
2mM L-glutamina y el lipido catidnico Lipofectamine 2000 (Invitrogen).

El material fungible empleado (placas, pipetas) fue suministrado por Cultek y
VWR.

5.1.4 Material parala manipulacion de acidos nucleicos

5.1.4.1 Plasmidos comerciales

- pJet 1.2/blunt de ThermoScientific

Se trata de un vector de clonacidn linealizado con los extremos romos que
acepta insertos desde 6 bp hasta 10 Kb. Los productos de PCR con extremos romos
obtenidos con polimerasas de alta fidelidad como la Pfu polimerasa pueden ser
ligados directamente. Los fragmentos de DNA obtenidos con Tag polimerasa, que



incluyen un nucledtido de adenina extra en el extremo 3’, requieren un tratamiento
previo para la eliminacion de dicho nucleétido.

El vector incluye la secuencia de un gen letal para las bacterias que es
interrumpido por la ligacién del inserto de DNA en el sitio de clonacién. De esta
manera, solo las bacterias con el plasmido recombinante podran multiplicarse.

Otro elemento de interés que incluye el vector es la secuencia del gen
bla(Ap®) que codifica para la B-lactamasa y confiere resistencia a ampicilina.

Un esquema de la estructura del vector se puede ver en la Figura 5.1.
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Kpn2l
PspX|
Ecogsl
Xhol

blunt-end
PCR product

Figura 5.1. pJET1.2/blunt. En la figura se pueden apreciar las enzimas de restriccion que pueden cortar
en el sitio multiple de clonacion.

- pEGFP-N2 de Clontech

Es una de las tres variantes en funcion de la pauta de lectura del vector
PEGFP-N. Estos vectores permiten la expresién de fragmentos de DNA en células de
mamifero fusionados en el extremo amino de la proteina fluorescente verde. La
expresion de la proteina estd bajo el control de un promotor de citomegalovirus que
permite su expresion constitutiva en células eucariotas de mamiferos. Ademas, en el
extremo 3’ se incluyen secuencias de poliadenilacién de SV-40 que promueven el
adecuado procesamiento del mRNA. Por ultimo, decir que el vector incluye genes de
resistencia a kanamicina y neomicina (ver Figura 5.2).
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Figura 5.2. pEGFP-N2. Se incluyen los enzimas de restriccion del sitio multiple de clonacién.

- pGL3-Basic, pGL3-Control y pRL-TK de Promega

El vector reportero pGL3-Basic permite analizar de forma cuantitativa
regiones de DNA que potencialmente puedan regular la expresién génica. Este vector
contiene el sitio multiple de clonacién delante del gen de la luciferasa de luciérnaga
(Photinus pyralis), de forma que la expresion de la luciferasa estara regulada por la
regidén promotora clonada en dicho sitio. La familia de vectores pGL3 presenta en 3’
secuencias potenciadoras de SV-40 para favorecer la transcripcidn de la luciferasa,
mientras que el vector pGL3-Basic carece de ellas.

El vector pGL3-Control se ha utilizado como control positivo de las
transfecciones realizadas. Este vector contiene el gen de la luciferasa de luciérnaga
precedido del promotor de SV40, lo que proporciona un nivel de expresion elevado.

Para normalizar la eficiencia de transfeccion de los derivados de pGL3-basic
se ha utilizado el vector pRL-TK. Este vector codifica para una luciferasa de Renilla
(Renilla reniformis) bajo el control del promotor de la timidina quinasa del virus
Herpes simplex (HSV-TK). Este promotor produce un elevado nivel de expresién de la
luciferasa de Renilla, que se caracteriza por poder ser medida de una forma
independiente a la luciferasa de luciérnaga. Por tanto, este método permite la
utilizacion de un sistema dual de ensayo en el que en un mismo cultivo celular se
determinan las actividades de ambas luciferasas de manera secuencial y permite una
facil normalizacién de los resultados.
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Figura 5.3. Plasmidos pGL3-Basic, pGL3-Control y pRL-TK.

- pCMV-BD y pFR-Luc

Disefiados inicialmente para el analisis de la interaccidon de proteinas por el
sistema de doble hibrido, en nuestro laboratorio se han empleado para el estudio de
la actividad transcripcional mediada por MEF2D sin interferencia del factor de
transcripcion silvestre de las células transfectadas.

pCMV-BD contienen la secuencia codificante para el dominio de uniéon a DNA
del factor de transcripcion de levaduras GAL4. Fusionado a esta debe clonarse la
secuencia codificante de la proteina que se desea estudiar.

Por su parte, pFR-Luc contiene un promotor sintético con cinco repeticiones
en tandem del sitio de unién a GAL4 de levaduras que controla la expresion de un
gen reportero (luciferasa de Photinus pyralis). Su expresion dependera Unicamente
de los niveles de expresién de la proteina quimérica originada a partir de la secuencia
clonada en pCMV-BD.
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Figura 5.4. Plasmidos pCMV-BD y pFR-Luc. Junto al mapa de pCMV-BD se muestra la secuencia del sitio
multiple de clonacidn y junto al de pFR-Luc se encuentra la secuencia de los elementos de union GALA4.

5.1.4.2 Construcciones realizadas en pldsmidos de DNA

A continuaciéon se detallan las distintas construcciones que se han
transfectado en células eucariotas para la realizacion de los experimentos de esta
tesis, indicando el nombre, descripcion y referencia (Tabla 5.1).

Tabla 5.1. Construcciones realizadas en plasmidos de DNA

(Nombre Descripcion | Referencia |
pCMV-GAL MEF2D Forma silvestre de MEF2D ligado al dominio | Este laboratorio
de unién a DNA del factor de transcripcion
GAL4 de levaduras. Permite estudiar la
actividad transcripcional mediada por este
factor de transcripcion.

pCMV-GAL MEF2D K439R | Formas mutadas de MEF2D y fusionadas al | Este laboratorio
pCMV-GAL MEF2D S444A | dominio de unién a DNA del factor de
pCMV-GAL MEF2D S444D | transcripcion GAL4 de levaduras. Permiten
estudiar el efecto de la sumoilaciéon sobre la
actividad transcripcional mediada por
MEF2D.

pGFP-LC3 Permite estudiar la formaciéon de | Kabeya et al.
autofagosomas mediante microscopia de | (2000)
fluorescencia.




Nombre Descripcion Referencia

pGL3-mCK1-3 Permite estudiar la actividad del promotor | Este laboratorio
de creatina quinasa y el efecto de
deleciones realizadas en él (mCK2 y 3).

FHRE-Luc Permite estudiar la actividad transcripcional | Brunet et al.

mediada Foxo3a

reporteros.

por mediante genes

(1999)

pPMEF2x4 Eb1 Luc

Presenta cuatro copias en tandem del sitio
de unién a MEF2. Permite estudiar la
actividad transcripcional mediada por los
factores de transcripcion MEF2.

Khiem et al.

(2008)

pMEF2D Expresa la forma silvestre de MEF2D Este laboratorio
pMEF2D S121A Expresa formas mutadas en los sitios de | Este laboratorio
pPMEF2D S190A fosforilacion para PKA de MEF2D. Permite
pMEF2D S121A/S190A estudiar actividad transcripcional mediada

por MEF2D regulada por cAMP.

5.1.4.3 Oligonucleétidos.

En la tabla que se muestra a continuacion (Tabla 5.2) se detallan los

oligonucledtidos empleados en los experimentos de PCR a tiempo real.

Tabla 5.2. Oligonucleétidos empleados en los experimentos de qPCR

_m Nombre Sentido | Secuencia 5'— 3’
. , FM1_Actb Sentido GATGTATGAAGGCTTTGGTC
Actina Ratdn - -
RM1_Actb Antisentido | TGTGCACTTTTATTGGTCTC
Actina Rata FR1_Actb Sentido AAGACCTCTATGCCAACAC
RR1_Actb Antisentido | TGATCTTCATGGTGCTAGG
Perlizd Rata FR1_Fbxo32 | Sentido TACAACTGAACATCATGCAG
RR1_Fbxo32 | Antisentido | GTACATCTTCTTCCAATCCAG
Bnip3 Rata FR1_Bnip3 Sentido CTACTCTCAGCATGAGAAAC
RR1_Bnip3 Antisentido | TCCAATGTAGATCCCCAATC
Colina O-acetil Ratén FM1_Chat Sentido TCCTCTTAAAAGACTCCACC
transferasa RM1_Chat Antisentido | GACTTGTCATACCAACGATTC
Nurrl Ratén FM1_Nurrl | Sentido CTATGGTCACAGAGAGACAC
RM1_Nurrl | Antisentido | CAACAGTTTAGACAGGTAGTTG
MurEl Rata FR1_Trim63 | Sentido GCTTTGAGAACATGGACTAC
RR1_Trim63 | Antisentido | TCCTCTTCAGTAAACTCCTC
Tirosina Ratén FM1_Th Sentido ATGGAAATGCTGTTCTCAAC
hidroxilasa FM1_Th Antisentido | GTCTCTAAGTGGTGGATTTTG




5.1.4.4 Reactivos

Los siguientes reactivos fueron proporcionados por la casa comercial Thermo
Scientific: Pfu polimerasa, Kit de clonacion CloneJET PCR Cloning kit, marcadores de
peso molecular 100 bp DNA Ladder, endonucleasas de restriccion, kit para la
extraccion de DNA plasmidico GeneJET Plasmid Miniprep Kit, RNasa |, kit para la
extraccion de RNA GeneJET RNA Purification Kit, kit de retrotranscripcion para la
obtencion de cDNA a partir de mRNA Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-
gPCR.

La mezcla de oligonucleétidos, polimerasa, SYBR Green y tampodn para las
dPCR iTaq Universal SYBR Green Supermix procede de Bio-Rad.

Otros productos y reactivos que se emplearon para el analisis de acidos
nucleicos fueron los siguientes: acetato potasico, acido acético, acido clorhidrico,
agarosa, alcohol isoamilico, bromuro de etidio, cloroformo, cloruro de litio, cloruro
sodico, DEPC, EDTA, etanol, fenol, hidréxido sddico, Hoechst 33258, isopropanaol, 2-
mercaptoetanol, PEG 8000, SDS, y Tris. Todos ellos fueron proporcionados por las
siguientes casas comerciales: Invitrogen, Amresco, Bio-Rad, Fluka, Lonza, Merck,
Panreac, Scharlau y Sigma.

5.1.5 Material para la manipulacion de proteinas

Para la electroforesis de proteinas en geles desnaturalizantes de acrilamida y
su tincidn posterior se emplearon los siguientes reactivos: acrilamida, TEMED,
persulfato amdnico, SDS, Tris (Sigma), acido clorhidrico (VWR), glicerol (Panreac), B-
mercaptoetanol (Merk), azul de bromofenol (Beckman), Coomassie Brillant Blue
G-250 (Fluka), acido acético (Scharlau), metanol (VWR) y marcadores de peso
molecular (Thermo Scientific).

En la realizacion de los Western Blots se utilizaron membranas de
nitrocelulosa y PVDF (GE Healthcare), BSA, luminol, acido p-cumarico, DMSO, Tris,
glicina, metanol, NaCl, Tween-20, H,0, (Sigma), acido clorhidrico (VWR), anticuerpos
anti-lgG de ratén, conejo y cabra conjugados a peroxidasa (Bio-Rad), leche desnatada
en polvo y los anticuerpos que se indican en la Tabla 5.3.

En los experimentos de sintesis y degradacion de proteinas se usé L-(ring-3,5-
3H)-Tyr (Perkin Elmer), NaOH (Panreac), desoxicolato sédico, acido tricloroacético, L-
tirosina, BSA, dexametasona (Sigma), acido clorhidrico (VWR) y liquido de centelleo
Ready Safe (Beckman Coulter).

Para la determinacién de la actividad promotora a través de la expresion de
luciferasas se empled el kit Dual Luciferase Assay System (Promega).

Para la extraccion y analisis de proteinas también se utilizaron los siguientes
reactivos: Tris, acido clorhidrico, cloruro sédico, Nonidet-P40, SDS, desoxicolato
sodico, EDTA, PMSF, fluoruro sédico, pirofosfato sédico, ortovanadato sédico, EGTA,
acido okadaico, aprotinina, leupeptina, pepstatina, cloruro potasico, HEPES y DTT.



Estos productos procedieron de las siguientes casas comerciales: Amresco, Bio-Rad,

Fluka, Merck, Panreac, Scharlau y Sigma.

Tabla 5.3. Anticuerpos utilizados en la elaboracion de este trabajo

Nombre { Casa comercial y referencia

4E-BP1 Cell Signaling #9452

Acetilcolinesterasa Santa Cruz Biotechnology sc-6430

Actina Developmental Studies Hybridoma Bank JLA20
Akt Santa Cruz Biotechnology sc-8312

pAkt (Ser 473) Santa Cruz Biotechnology sc-33437

Atrogina-1 Acris Antibodies AP16900PU-N

Caspasa-3 Santa Cruz Biotechnology sc-718

elF4AE Signalway Antibody #11233-1

p-elF4E (Ser 209)

Signalway Antibody #21226-1

ERK1/2

Santa Cruz Biotechnology sc-292838

p-ERK1/2 Santa Cruz Biotechnologysc-16982
FoxO3a Santa Cruz Biotechnology sc-11351
p-FoxO3a (Thr32) Santa Cruz Biotechnology sc-12357
Histona H3 Epitomics #1326-1

HPPD Santa Cruz Biotechnology sc-98596
LC3 Nanotools 0231-100/LC3-5F10
MEF2 Santa Cruz Biotechnology sc-313
MEF2C Santa Cruz Biotechnology sc-13266
MEF2D BD Transduction Laboratories 610774
mTOR Santa Cruz Biotechnology sc-8319
p-mTOR Santa Cruz Biotechnology sc-101738
MuRF1 Santa Cruz Biotechnology sc-134397
Myf-5 Santa Cruz Biotechnology sc-302
p62/SQSTM1 Santa Cruz Biotechnology sc-25575
Pax-7 Sigma SAB2103961

S6K1 Cell Signaling #9202

p-S6K1 Cell Signaling #9205

Tuberina Santa Cruz Biotechnology sc-893

p-Tuberina (Ser664)

Abcam ab133465

5.1.6 Aplicaciones informaticas

El desarrollo de este trabajo se ha apoyado en el uso de las siguientes

aplicaciones informaticas:

e CFX Manager 3.1 (Bio-Rad) para la gestion de los datos obtenidos por

gPCR.



Chromas Lite 2.01 (Technelysium) para la lectura de los archivos
procedentes de la secuenciacion de fragmentos de DNA.

Endnote X7 (Thomsom Reuters) para la administracion de las referencias
bibliograficas.

Kodak Digital Science 1D. Programa para el procesamiento de las
imagenes de electroforesis de acidos nucleicos obtenidas con la camara
fotografica Kodak DC-120.

Serial cloner 2.6.1 (Serial Basics) para el analisis de secuencias de acidos
nucleicos y proteinas.

analySIS getIT 5.1. (Olympus Soft Imaging Solutions) para la captura y
tratamiento de imagenes de células fluorescentes.

LAS AF Lite 2.6.0

ImageJ 1.47 (National Institutes of Health, USA) para la cuantificacidn de
la intensidad de las bandas de los Western blots y el recuento de neuritas
en células diferenciadas.

GraphPad Prism 5.03 (GraphPad Software) para la elaboracién de las
graficas de esta memoria.



5.2 Métodos

5.2.1 Métodos de cultivo y manipulacion de bacterias

5.2.1.1 Preparacion de células competentes

Seguimos el procedimiento descrito por Nishimura et al. (1990). Se parte de
50 mL de “Medio A” (ver 5.1.3.1), del cual se reserva 1 mL para su uso posterior. Al
resto se adiciona 0,5 mL de medio LB en el que se habia sembrado el dia anterior la
cepa a partir de la cual se pretenden preparar las células competentes, en nuestro
caso XL1-Blue de E. coli. A continuacidn se incuba a 37°C con agitacidn hasta alcanzar
una densidad dptica de 0,6 a una longitud de onda de 600 nm. Tras incubar en hielo
durante diez minutos, se centrifuga a 1.500 xg durante diez minutos manteniendo la
temperatura a 4°C. El precipitado bacteriano se resuspende en 250 uL de “Medio A”
que se reservo al comienzo y en 1,25 mL de “Solucién B” (ver 5.1.3.1). La suspension
se divide en alicuotas de 100 puL y se conserva en el congelador a -80°C.

Todo el proceso se debe llevar a cabo manteniendo las bacterias en frio.
Antes de su utilizacién, es necesario que permanezcan al menos cuatro horas a la
temperatura de -80°C.

5.2.1.2 Transformacién por choque térmico

Para la introduccion de DNA plasmidico en las bacterias se ha seguido el
método descrito por Hanahan (1983).

Las células competentes deben pasarse rdapidamente de -80°C a hielo donde
permaneceran hasta su completa descongelacidon. Acabado este proceso, se
incorporan al tubo de la ligacién (ver 5.2.3.5), se mezcla pipeteando suavemente y se
deja en hielo durante una hora. Pasado este tiempo, se lleva a cabo el choque
térmico que consiste en transferir las células competentes del hielo a un bafio con
una temperatura de 42°C durante dos minutos. Acto seguido se devuelve el tubo al
hielo donde se incuba diez minutos. A continuacién se afiaden 900 pL de medio LB
liquido y se incuban nuevamente, en esta ocasién, durante una hora a 37°C.

Por otra parte, se preparan placas de cultivo de bacterias con medio LB-agar
y los antibidticos de seleccion adecuados en funcién de los genes de resistencia a
antibidticos presentes en el plasmido que se pretende introducir en las bacterias. En
las placas se siembran alicuotas de 250 uL del producto de la transformacién. Dichas
placas se incuban durante toda la noche a 37 °C.



5.2.2 Métodos de cultivo, manipulacion y observaciéon de células
eucariotas

5.2.2.1 Generalidades

Todos los procesos que se describen a continuacion se llevaron a cabo en
condiciones de esterilidad en campana de flujo laminar y usando material fungible
estéril asi como también lo eran las diversas soluciones y medios de cultivo
empleados.

El cultivo de las células se realizé en el medio apropiado para cada linea
celular a 37 °C en un incubador con una atmadsfera al 5% CO,.

5.2.2.2 Tripsinizacion

Es el proceso por el cual se consigue separar las células adheridas a las placas
de cultivo para su posterior recuento, subcultivo o almacenamiento.

En una placa con células entre el 70% y el 90% de confluencia se retira el
medio de cultivo y se procede a lavar dos veces con PBS. De esta manera se eliminan
los restos que pudieran quedar de suero bovino fetal que tiene la capacidad de
inhibir a la tripsina.

A continuacidon, se afiade una cantidad suficiente que permita cubrir la
superficie de la placa de la solucion de 0,25% tripsina-EDTA. Se deja actuar la
solucién a temperatura ambiente el tiempo necesario para que la enzima lleve a cabo
su accion. Se puede comprobar de visu como las células se separan de la placa.

5.2.2.3 Recuento de células

Después del proceso de tripsinizacion descrito anteriormente (ver 5.2.2.2), se
puede calcular el nimero de células por unidad de volumen con ayuda de la cdmara
de Neubauer. Para ello se realiza una dilucidn del producto de la tripsinizacion en PBS
o medio de cultivo (1:10 o 1:5, por ejemplo). A continuacidon se monta la cdmara de
Neubauer y se carga el volumen adecuado de las células en suspensidn. Para evitar la
formacién de aglomerados se puede pipetear suavemente o realizar una agitacion
ligera. El siguiente paso es contar el nimero de células que se encuentran en las
cuatro esquinas de cada zona de recuento (zonas sombreadas en la Figura 5.5).

Figura 5.5. Esquema de la zona de recuento de la cdmara
de Neubauer.




El nimero de células por mL se calcula aplicando la siguiente expresion:

Total de células contadas x 10.000

Numero de cuadros contados (4)

Concentracioén de células =

5.2.2.4 Congelacién y almacenamiento de lineas celulares

Tras el proceso de tripsinizacidn, se mezclan en un vial de congelacion 0,5 mL
de células en suspension y 1 mL de solucién de congelacion que esta constituida por
20% (v/v) DMSO en suero bovino fetal.

Los viales se introducen en un contenedor de congelacion y este se lleva al
congelador de -80 °C. En nuestro caso usamos contenedores CoolCell (Biocision) en
cuyo interior la temperatura baja de forma controlada del orden de 1 °C/min, con la
ventaja de hacerlo en ausencia de alcoholes o cualquier otro tipo de fluido.

Pasadas 48 horas, los viales congelados pueden ser transferidos a un
contenedor donde se almacenan en atmédsfera de nitrégeno liquido (T=-195 °C)
pudiendo ser mantenidas durante mucho mas tiempo que en el congelador de -80 °C,
garantizando asi su posterior viabilidad.

5.2.2.5 Transfeccion eucariota

Consiste en la introduccion de DNA en células en cultivo que, como
consecuencia, modifican su fenotipo por la expresion de los genes transfectados.

Existen diversos medios para realizar la transfeccidn. En nuestro caso se ha
empleado el reactivo Lipofectamine 2000 (Thermo Scientific). Esta constituido por
liposomas cuya superficie esta cargada positivamente. Estos son atraidos
electrostaticamente por los restos fosfato que quedan en el exterior de la doble
hélice de DNA y también por la superficie de las membranas celulares, las cuales
poseen carga negativa.

Para una transfeccion tipica de células eucariotas en placas de cuarenta y
ocho pocillos, el proceso seguido es el descrito a continuacién:

El dia anterior a la transfeccidn, se separan las células de una placa P100 con
un porcentaje de confluencia elevado (superior al 80%). Se realiza un recuento como
se describe en el apartado 5.2.2.3 y se siembra el nimero de células adecuadas
(entre 1,7-10%y 2,2-10" seguin el tipo celular) en los pocillos de la nueva placa. A las
veinticuatro horas, el porcentaje de confluencia de las células debe encontrarse
entre el 60% y 80%.

En este momento se preparan dos medios para cada pocillo: el primero esta
constituido por 30 uL de DMEM con 2 mM L-glutamina y 0,7 uL de lipido catidnico; el



segundo comprende el volumen necesario de muestra que contenga 0,3 pug de DNA
y, ademds, DMEM con 2 mM L-glutamina hasta completar 30 pL. Hay que destacar
que los medios carecen de antibidticos y de suero porque éstos pueden interferir
negativamente en el proceso de transfeccidon. Transcurridos cinco minutos se
mezclan ambos medios y se dejan incubar a temperatura ambiente durante veinte
minutos.

Por otra parte, se retira el medio de cultivo en el que han estado creciendo
las células desde la vispera. Se realiza un lavado con DMEM con 2 mM L-glutamina y
se disponen 0,3 mL de este mismo medio en cada uno de los pocillos. Pasados los
veinte minutos, se adiciona la mezcla preparada anteriormente para cada uno de los
pocillos.

Las células se incuban en este estado a 37 °C y una atmdsfera al 5% CO, entre
cuatro y seis horas. Pasado este tiempo se retira el medio y se afiade uno nuevo y
completo (incluye suero bovino fetal y antibiéticos).

Las cantidades de DNA, reactivo de transfeccién y medio de cultivo deben ser
ajustadas convenientemente para el tamafio de pocillo o placa que se vaya a
emplear.

5.2.2.6 Microscopia de fluorescencia

Una vez transcurridas al menos 24 h desde la transfecciéon con vectores que
contienen la secuencia codificante para la proteina verde fluorescente, las células se
han observado en un microscopio de fluorescencia Olympus CKX41 y se han tomado
imagenes con la camara digital Olympus XC-30. En cada una de las sesiones se fijaron
los valores de tiempo de exposicion y sensibilidad para poder comparar
posteriormente los valores de fluorescencia.

5.2.2.7 Microscopia confocal de fluorescencia

Para poder observar las células en el microscopio confocal, es necesario
sembrarlas en cubreobjetos de cristal estériles. Una vez que han crecido y han sido
sometidas a los tratamientos pertinentes, se retira el medio de cultivo y se lava tres
veces con PBS. A continuacidn se incuba a temperatura ambiente en una disolucidn
de 2% (p/v) paraformaldehido en PBS. De nuevo se lava tres veces con PBS y los
cubreobjetos se montan sobre un portaobjetos en el que previamente se ha
depositado una gota de liquido de montaje (Vectashield mounting media, Vector
Laboratories, Inc., Burlingame, CA).

La microscopia confocal se realizd en un microscopio confocal espectral de
alta velocidad y multifoton LeicaTCS-SP5 Il. La proteina eGFP se excité a 488 nm
usando un laser de kripton/argén y la fluorescencia emitida fue detectada en un
canal entre 504-562 nm. Todas las muestras se expusieron a los ldseres por un
tiempo inferior a 5 minutos para evitar photobleaching. El laser fue utilizado a la
minima potencia necesaria para producir una sefial fluorescente. Para ello, se



utilizaron los fotomultiplicadores al maximo voltaje posible. Se usé A pinhole of 1
Airyunit. Las imagenes se adquirieron a una resolucién de 1024 x 1024 y las series en
modo xyz. Los datos se procesaron usando el software de Leica LAS AF.

5.2.2.8 Ensayo de autofagia mediante microscopia confocal

Una breve revision del proceso general de autofagia se puede encontrar en el
apartado 3.1.2.2.

Las células son transfectadas (ver 5.2.2.5) con un vector de expresién que
contiene la secuencia codificante de LC3 fusionada al extremo carboxilo de la
proteina verde fluorescente (green fluorescent protein, GFP). Se puede conocer la
localizacién de la proteina quimérica mediante microscopia confocal de fluorescencia
(ver 5.2.2.7). Habitualmente se encuentra dispersa en el citoplasma pero en
presencia de diversos estimulos (ayuno, glucocorticoides) esta proteina es cortada y
conjugada a fosfatidiletanolamina y pasa a formar parte de los autofagosomas
(Mizushima et al., 2010). En este caso, se observa un punteado en el interior celular.
La cuantificaciéon de los puntos es representativa del nivel de autofagia para cada
tratamiento.

En nuestros experimentos, las células fueron incubadas con bafilomicina Al
durante 30 min antes de adicionarse los compuestos a ensayar. La bafilomicina Al
impide la union del autofagosoma con el lisosoma de forma que los autofagosomas
gue se forman se acumulan en el citosol sin convertirse en autolisosomas y
evitdndose asi la degradacion de la proteina LC3-GFP (Mizushima et al., 2010).
Pasado el tiempo indicado, se incubaron las células durante otros 30 min en
presencia de los distintos compuestos (junto a bafilomicina Al). Finalmente las
muestras fueron procesadas para ser observadas mediante microscopia confocal de
fluorescencia (ver 5.2.2.7).

5.2.2.9 Ensayos de viabilidad y proliferacion celular basados en MTT

El ensayo de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol)
es ampliamente utilizado para el estudio de la proliferacién y/o viabilidad celular.

Las células vivas con un metabolismo activo tienen la capacidad de convertir
el MTT en un compuesto coloreado morado (formazan) que presenta un maximo de
absorbancia a 570 nm. Las células muertas no llevan a cabo la reaccidn de modo que
la formacidn de color es un indicador adecuado para la deteccion de células viables.

Para llevar a cabo el ensayo, se lavan las células con PBS y se incuban en
DMEM sin FBS suplementado con 0,5 mg/mL MTT a 37 °C durante 1-4 h (segun el
tipo celular). Pasado este tiempo, se retira el medio, se lava con PBS y se adiciona
una solucidon 40 mM HCIl en isopropanol para la extraccién del compuesto coloreado
del interior de la célula. Finalmente se mide la densidad Optica de la solucién
coloreada a 570 nm.



La intensidad de la sefial generada es dependiente de varios parametros
entre los que se encuentran la concentracion de MTT, el tiempo de incubacién, el
numero de células viables y su actividad metabdlica. Todos estos parametros deben
tenerse en cuenta para la optimizacién del ensayo.

5.2.2.10 Recuento de formacion de neuritas

La formacién de neuritas en células Neuro2a es indicativa de la diferenciacién
de neuroblastos en neuronas. El recuento se realizd en un microscopio éptico
invertido Olympus CKX41. Se tomaron fotografias y el nimero de células no
diferenciadas y de neuritas se contd usando el programa ImageJ (National Institutes
of Health, USA). Se consideraron neuritas aquellas extensiones celulares con una
longitud igual o superior al didmetro del cuerpo celular. El porcentaje de células
diferenciadas se calculd como el numero de células con neuritas sobre el numero
total de células.

5.2.2.11 Ensayo de deteccion de especies reactivas de oxigeno en
cultivos celulares

En este ensayo se emplea 2’,7’-diclorofluoresceina diacetato (DCFDA) que es
un reactivo que permite medir la actividad de radicales hidroxilo, peroxilo y otras
especies reactivas de oxigeno (ROS) dentro de la célula. Tras difundir hacia el interior
de la misma, el DCFDA es desacetilado por las esterasas celulares dando lugar a un
compuesto no fluorescente que es posteriormente oxidado por las ROS para dar 2’,
7’-diclorofluoresceina. Este es altamente fluorescente, presenta un maximo de
excitacion a 495 nm y de emisiébn a 529 nm y puede ser detectado por
espectrometria de fluorescencia o citometria de flujo.

Cuando las células alcanzan un porcentaje de confluencia apropiado (70-
90%), se lavan una vez con PBS. A continuacién se incuban en PBS suplementado con
10 uM DCFDA a 37 °C durante 30 min. Transcurrido este tiempo se retira el tampdny
se lava una vez con PBS. Seguidamente se incuban las células en DMEM sin FBS y
suplementado con los efectores que se desean ensayar a 37 °C durante un tiempo
gue puede oscilar entre 5 min y 1 h. Se retira el medio, se lava con PBS y se aflade
tripsina. Cuando las células se separan de la placa, se transfieren a un tubo de 1,5 mL
en hielo hasta que son procesadas en el citdmetro de flujo en el canal FL-1.

5.2.2.12 Estudio de la apoptosis por citometria de flujo usando yoduro
de propidio

Se puede estudiar la etapa del ciclo celular en la que se encuentra una
poblacién de células empleando yoduro de propidio. Este es un colorante
fluorescente que se une de forma estequiométrica a los dcidos nucleicos dando lugar
a una emision fluorescente proporcional al contenido de DNA de la célula.



Las células en estado quiescente o en fase G1 presentan dos copias de cada
cromosoma; las células mitéticas o en fase G2/M presentan el doble de la cantidad
de DNA que las células G1 y dan lugar al doble de fluorescencia. Las células que se
encuentran sintetizando DNA entre una y otra fase (fase S) arrojan valores de
fluorescencia intermedios.

Durante la apoptosis, se generan fragmentos pequefios de DNA que no se
retienen en el interior celular tras la fijacion de las células en etanol y los posteriores
pasos de lavado. Por esta razon, las células apoptéticas (fase sub-G1) emiten menos
fluorescencia que las células en fase G1. Esta caracteristica permite que sean
identificadas observando el histograma obtenido al analizarlas por citometria de
flujo.

En esencia, el procedimiento consiste en recoger el medio de cultivo (puesto
que en él se encuentran gran parte de las células muertas por apoptosis) y tripsinizar
las células adheridas. El medio de cultivo y el producto de la tripsinizacion se retnen
en un tubo de 1,5 mL y se centrifuga a 400xg durante 5 min. Se lava una vez con PBS
y se centrifuga nuevamente a 400xg durante 1 min. Se resuspenden las células en
70% (v/v) etanol frio y se incuban a -20 °C durante al menos 1 h. A continuacion se
centrifuga a 2.500 xg durante 5 min y se retira el etanol. El sedimento se resuspende
en tampodn de lavado (200 mM Na,HPO,, 100 mM 4&cido citrico) y se centrifuga a
2.500 xg durante 1 min. Por ultimo, se resuspenden en PBS suplementado con 10
pug/mL yoduro de propidio y 100 pg/mL RNasa y se incuban durante 30 min a
temperatura ambiente. Sin necesidad de lavados posteriores, las células estan listas
para ser procesadas por citometria de flujo en el canal FL-2 teniendo la precaucion de
hacer la medida en escala lineal.

5.2.2.13 Cuantificacioén de los niveles de cAMP

Con este fin se ha empleado el kit cAMP Biotrak EIA (GE Healthcare Life
Sciences) siguiendo las instrucciones indicadas por el fabricante.

En esencia consiste en un enzimoinmunoensayo basado en la competencia
entre cAMP no marcado (el presente en la muestra) y una cantidad fija de cAMP
marcado con peroxidasa (standard) por la unién a un nimero limitado de sitios sobre
un anticuerpo especifico frente a cCAMP.

5.2.3 Técnicas para el analisis de acidos nucleicos

5.2.3.1 Aislamiento y purificacion de DNA plasmidico

Se han empleado técnicas distintas en funcidn de dos parametros que son la
cantidad de DNA y la pureza requerida. El método de la lisis alcalina es rapido,
sencillo y util para muchas aplicaciones en las que no se necesita una gran pureza.
Por esta razén, se usd de forma general para la identificacion de las colonias
portadoras de plasmidoscon los insertos de interés.



- Método de la lisis alcalina

Después de incubar en medio LB liquido a 37 °C durante toda la noche la
colonia que contiene el plasmido de interés, se transfieren 1,5 mL de dicho medio a
un tubo de 1,5 mL y se centrifuga a 16.000 xg durante tres minutos. Se descarta el
sobrenadante y el sedimento se resuspende en 200 pL de solucién P1 (25 mM Tris-
HCI, pH 8; 10 mM EDTA; dH,0 hasta 200 uL). Se adicionan 200 uL de solucién de lisis
P2 (0,4 M NaOH; 0,1% (p/v) SDS; dH,0 hasta 200 uL), se mezcla suavemente por
inversion y se dejan los tubos durante dos minutos a temperatura ambiente.

A continuacidn se afiaden 200 pL de solucidén de neutralizacion P3 (3M
acetato potasico, pH 5) y de nuevo se mezcla suavemente por inversion. Se dejan las
muestras durante diez minutos en hielo y pasado este tiempo se centrifugan a
16.000 xg durante quince minutos.

El sedimento se descarta y el sobrenadante se transvasa a un nuevo tubo de
1,5 mL al que se adicionan 500 pL de una mezcla fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
a pH 8 en una proporcién 25:24:1. Se agita vigorosamente y se centrifuga a 12.000 xg
durante tres minutos.

En el tubo aparecen tres fases: una superior acuosa, una intermedia de
proteinas y una inferior organica. Se recoge la fase acuosa y se transfiere a un nuevo
tubo al que se afaden 500 pL de una mezcla cloroformo:alcohol isoamilico en
proporcién 24:1. De nuevo se agita vigorosamente y se centrifuga a 12.000 xg
durante tres minutos.

La fase acuosa se transfiere a otro tubo y se afaden 400 pL de isopropanol
frio (-20°C) dejandose las muestras durante quince minutos a esa temperatura, lo
que favorece la precipitacion del DNA. A continuacién se centrifuga a 16.000 xg
durante veinte minutos a 4 °C.

El sedimento de DNA se lava con 800 pL de etanol al 70% (v/v) a -20 °C y se
procede a una nueva centrifugacién a 16.000 xg durante quince minutos a 4 °C. El
sobrenadante se retira por aspiracion y se deja secar el sedimento antes de
resuspenderlo en 30 plL de agua destilada o tampdn TE.

- Método GeneJET Plasmid Miniprep Kit

Se ha usado este método cuando se ha necesitado un DNA plasmidico de
mayor pureza que el obtenido por el método de la lisis alcalina y libre de RNA. En
resumen, después de centrifugar 2-3 mL de cultivo bacteriano, se procede a la
resuspensién del sedimento de bacterias y posterior lisis y neutralizacion. De nuevo
se centrifuga y el sobrenadante se transfiere a una columna de silica donde el DNA
plasmidico queda unido. Tras varios pasos de lavado para la eliminacion de sales,
metabolitos y otros componentes celulares, el DNA plasmidico es arrastrado de la
columna por adicidn de un tampdn con baja fuerza idnica.



- Midipreps

Con este método se consiguen importantes cantidades de DNA plasmidico de
una gran pureza y libre de endotoxinas. De forma resumida, diremos que una
pequeiia alicuota de un cultivo saturado de la cepa que contiene el plasmido de
interés se adiciona a 500 mL de medio LB liquido con los antibidticos de seleccién
pertinentes. Se deja en agitacién durante toda la noche a 37 °C y se procede a la
centrifugacion del cultivo para obtener un sedimento de bacterias con el que se
actua de un modo similar a como se describe en el “método de la lisis alcalina” pero
empleando volimenes mayores. Las diferencias esenciales son las siguientes:

a) Precipitacién adicional del RNA con 5M LiCl.

b) Incubacion con RNAsa para la eliminacion del RNA residual presente
en la muestra.

c) Precipitacién del DNA con PEG 8.000 en presencia de NaCl.

d) Mayor nimero de extracciones con la mezcla fenol:cloroformo.

e) Precipitacién definitiva del DNA plasmidico con etanol en presencia
de la concentracién adecuada de sales.

5.2.3.2 Cuantificacién de DNA

- Método fluorimétrico

Se basa en el uso del reactivo comercial Hoechst 33258 que tiene la
capacidad de intercalarse en la doble hebra de DNA y emitir fluorescencia. Dicha
fluorescencia es proporcional a la cantidad de DNA presente en la muestra.

En primer lugar se prepara una recta patréon con cantidades crecientes y
conocidas de DNA de esperma de salmdn con valores situados entre cero y cinco
ug/mL. El DNA se mezcla con reactivo de Hoechst y tampdn TNE (0,2 M NaCl; 10 mM
Tris-HCI; 1 mM EDTA, pH 7,4). A continuacion se mide fluorescencia a una longitud de
onda de 365 nm de excitacién y 460 nm de emisidn.

El procedimiento se repite con cada una de las muestras problema. Se calcula
la concentracién de DNA de estas por interpolacién de los valores de fluorescencia
obtenidos en la recta patrén construida como se ha descrito anteriormente.

- Cuantificacion espectrofotométrica de DNA en dispositivo tipo
NanoDrop

Se dispone en el laboratorio de un espectrofotometro NanoVue Plus (GE
Healthcare) que permite hacer medidas directas de la concentracion de &acidos
nucleicos depositando una pequefia gota de la muestra (habitualmente 2 puL) en la
zona de lectura mediante la determinacién de su densidad optica a 260 nm.
Previamente hay que hacer una doble medida con agua destilada como blanco para
establecer el valor cero.



5.2.3.3 Digestion con endonucleasas de restriccion

Las endonucleasas de restriccidn tienen la capacidad de reconocer y cortar
secuencias especificas del DNA generando una serie de fragmentos mas pequefios.
Se encuentran en una amplia gama de especies bacterianas y su funciéon bioldgica es
reconocer y cortar DNA no perteneciente a la bacteria en cuestién como, por
ejemplo, el DNA de un bacteriéfago. Muchas endonucleasas de restriccion han sido
aisladas y purificadas constituyendo asi una importante herramienta de trabajo en
biotecnologia.

Durante el desarrollo de este trabajo, se emplearon fundamentalmente para
comprobar si una reaccién de ligacién se habia llevado a cabo con éxito y para la
subclonacion de fragmentos de DNA en vectores con sitios de restriccion
compatibles.

Las digestiones se realizaron conforme a las instrucciones facilitadas por Ila
casa comercial manteniendo las proporciones de enzima, tampdn especifico y DNA.
El tiempo y la temperatura de incubacién habituales fueronde 1 hy37 °C.

5.2.3.4 Electroforesis de DNA en geles horizontales de agarosa

Este método permite la separacién y visualizacion de moléculas de DNA de
tamanfios diversos.

Se prepara un gel de agarosa en tampdn TAE (40 mM Tris-base; 0,11 % (v/v)
acido acético glacial, 1 mM EDTA-Na, pH 8) cuyo porcentaje de agarosa es variable en
funcién del tamafio de los fragmentos que se van a separar y la resolucidon que se
desea obtener. En general, para la elaboracion de este trabajo, se empled un rango
del 0,8% al 2% (p/v) de agarosa.

El gel se sumerge en tampdn TAE y se cargan las muestras con ayuda de un
tampdn de carga (40% (v/v) glicerol, 60% (v/v) dH,0 y cantidad suficiente de azul de
bromofenol) en proporcién 4:1. A continuacion se aplica un voltaje entre 70y 100 V.

Para visualizar los fragmentos de DNA, el gel se deja inmerso diez minutos en
una disolucién de bromuro de etidio en tampdn TAE a una concentracion de 1
pug/mL. El bromuro de etidio se intercala en la doble hélice de DNA originando un
complejo coloreado al exponer el gel a luz ultravioleta. En estas condiciones, el gel
puede ser fotografiado.

El tamafio de los fragmentos se puede determinar, de forma aproximada, con
la utilizacion de marcadores de peso molecular.

5.2.3.5 Ligaciéon de DNA

La reaccidn de ligacién se prepard con todos sus componentes en hielo. Los
fragmentos obtenidos por digestién con endonucleasas de restriccion (ver 5.2.3.3) o
como producto de una reaccién de PCR (ver 5.2.3.6), se mezclaron con vectores



linealizados y extremos compatibles en una proporcidn molar 3:1. Se afiadieron cinco
unidades de T4 DNA ligasa y 10 plL de 2x Reaction Buffer (tampdn para la ligacién de
Thermo Scientific). La mezcla se llevé usualmente a un volumen final de 20 uL con
agua destilada y se incubd a 10°C durante toda la noche. Transcurrido este tiempo la
mezcla se empled directamente para la transformacién de células competentes (ver
5.2.1.2), o bien se almacend a -20 °C para un uso posterior.

5.2.3.6 Reaccion en cadena de la polimerasa

Este método permite amplificar de forma exponencial DNA de cadena doble.
En este proceso intervienen una pareja de oligonucledtidos que hibridan
especificamente en dicho DNA, el cual actia como molde, y una polimerasa
termorresistente que adiciona desoxirribonucledtidos libres, presentes en la mezcla
de reaccion, a las hebras de nueva sintesis.

En nuestro caso, se empleé un termociclador Perkin Elmer 9700.
Habitualmente, las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 50 ulL que
incluia  los oligonucledtidos a una concentracién final 0,1 pM, los
desoxirribonucleétidos a 100 uM y 1,25 unidades de Pfu polimerasa, ademas del
tampdn apropiado para la enzima.

En general, la reaccién se ha realizado como se indica a continuacion: un ciclo
inicial de desnaturalizacidon de cinco minutos a 94 °C; un nimero variable de ciclos
(entre veinte y treinta y cinco), cada uno de ellos con tres fases: una de
desnaturalizacion a 94 °C durante 20 s, una de hibridacidon durante 30 s y una de
amplificacidn a 72 °C. La ultima de estas fases tuvo una duracién variable en funcion
del tamafio final del fragmento a amplificar aplicandose el criterio de un minuto por
kilobase. Finalmente un ultimo ciclo de amplificacién de siete minutos a 72 °C para
asegurar que se acabaran de sintetizar todos los fragmentos iniciados. Por ultimo,
decir que la temperatura de la fase de hibridacién de los oligonucleétidos se calculd
con el apoyo del programa informatico Serial Cloner 2.6.1.

5.2.3.7 Secuenciacion de DNA

La secuenciacidn de DNA se llevé a cabo en el Servicio de Secuenciacién
Automatica del Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lépez Neyra del CSIC de
Granada, utilizando un secuenciador modelo 373 STRECHT (Applied Biosystems). El
método de secuenciacion fue el comercializado por Perkin-Elmer, ABI PRISM™ Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction que utiliza en la reaccidon de extension
la enzima AmpliTaqg® FS DNA polimerasa y emplea didesoxinucleétidos marcados
diferencialmente con cromoéforos fluorescentes. En cada reaccidon de secuenciacién
se emplearon 300-500 ng de DNA puro y 6,4 pmol de oligonucledtido en un volumen
final de 12 pL.



5.2.3.8 Extraccion de RNA

Para la extraccion de RNA total de cultivos celulares se empled el kit
comercial Genelet RNA Purification Kit (Thermo Scientific).

Las muestras se lisan y homogenizan en un tampdn que incluye tiocianato de
guanidinio, el cual limita la accidn de las RNasas enddgenas. El lisado se mezcla con
etanol y se carga en una columna de purificacién. La mezcla de tiocianato de
guanidinio y el etanol permite la unién del RNA a una membrana de silica presente
en la columna cuando se hace pasar el lisado a través de ella. Las impurezas que
quedan presentes se eliminan con varios lavados y el RNA puro es recogido
finalmente bajo condiciones de baja fuerza idnica con agua destilada libre de
nucleasas.

5.2.3.9 Cuantificacién de RNA

Se procedié tal y como se describe en la seccion “Cuantificacion
espectrofotométrica de DNA en dispositivo tipo NanoDrop” del apartado 5.2.3.2.

Para la determinacion de la pureza de la muestra se realizan medidas de
densidad 6ptica a longitudes de onda de 260 y 280 nm. A continuacidn se establece
la relacion Aygo/Azzo. Un valor por debajo de 1,6 es indicativo de contaminacién con
proteinas, mientras que si los valores son superiores a 1,8 se considera que la pureza
de la muestra es adecuada. En nuestro caso, la relacidn Ajs/Assy siempre arrojé
valores en torno a 2,0.

5.2.3.10 Electroforesis de RNA en geles horizontales de agarosa

Los métodos espectrofotométricos pueden dar informacién sobre la pureza
de la muestra pero no sobre su integridad. Para ello resulta necesario realizar una
electroforesis y comprobar la relacién entre las bandas 28S y 18S de RNA ribosomal.
Cuando la intensidad de la banda de 28S es doble de la de 18S se considera que el
RNA estd integro. En cualquier caso, valores de dicha relacién inferiores a dos
también se pueden considerar vdlidos en funcién de los experimentos que se vayan a
realizar (Skrypina et al., 2003).

Las electroforesis se realizaron siguiendo el protocolo descrito por Aranda et
al. (2012). Se basa en la adicion de pequeiias cantidades de lejia comercial al gel de
agarosa durante su preparacion. El hipoclorito sédico actia como agente
desnaturalizante del RNA y destruye las RNasas que pudiera haber en el gel.

Asi pues, nosotros preparamos geles de agarosa al 1% (p/v) en TAE con un 2%
(v/v) de lejia comercial (<5% de hipoclorito sédico) y 0,25 pg/mL de bromuro de
etidio. Las muestras se prepararon adicionando al volumen que contenia 500 ng de
RNA un volumen igual de tampdn de carga constituido por glicerol y agua destilada
en proporcion 1:1.



Las electroforesis se realizaron a 100 V durante 30 min en tampdn TAE vy el
resultado se observo por exposicidn del gel en el transiluminador de luz ultravioleta.

5.2.3.11 Transcripcién inversa o retrotranscripcion (RT) de RNA

Consiste en la obtencién de DNA complementario (cDNA) a partir de RNA de
una muestra. Para ello se utiliza una enzima derivada de la transcriptasa inversa de
M-MuLV () y oligonucledtidos que hibriden en la secuencia del RNA.

En el caso de los organismos eucariotas, el mMRNA presenta en el extremo 3’
colas de poliadenina (poliA) que pueden hibridar con un oligonucleétido rico en
nucledtidos de timina (oligo (dT)) y, por mediacion de la transcriptasa inversa,
originar copias de todas las moléculas de mRNA presentes en la muestra. También
pueden emplearse oligonucledtidos que hibriden especificamente con el mRNA
producido a partir de un Unico gen dando lugar asi a una transcripcion inversa
especifica. Una tercera opcién es el uso de una mezcla de oligonucledtidos cortos con
secuencias aleatorias (random primers) que garantizan su hibridaciéon con multiples
zonas de los mRNA.

Esta técnica se llevd a cabo siguiendo las instrucciones que acompafian al kit
Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR (Thermo Scientific). Este incluye
en el tampdn de la reaccion tanto oligo (dT).s como una mezcla de oligonucleétidos
cortos (hexameros) de secuencia aleatoria.

5.2.3.12 PCR cuantitativa (qPCR) o PCR en tiempo real

Con la gPCR lo que se pretende es distinguir y medir la cantidad de
determinadas secuencias de acidos nucleicos presentes en una muestra. Para ello se
amplifica una secuencia diana tal como se haria en un PCR convencional (ver 5.2.3.6)
pero monitorizando el progreso de la amplificacion usando una sonda fluorescente.
La velocidad con que se alcanza un determinado valor umbral de fluorescencia se
correlaciona con la cantidad original de la secuencia de interés en la muestra.

Ademads, el producto final se puede caracterizar sometiéndolo a un
incremento progresivo de temperatura. Esto permite construir las llamadas curvas de
disociacion (melting curves) que presentan un perfil de desnaturalizacidén especifico
qgue depende de la longitud del producto y de la secuencia de nucleétidos que lo
componen (Wong y Medrano, 2005).

En nuestros experimentos, las reacciones se llevaron a cabo en un dispositivo
MiniOpticon para PCR a tiempo real de Bio-Rad con deteccion de seial fluorescente
(SYBR Green) después de cada ciclo de amplificaciéon. Se usé como molde cDNA
obtenido como se describe en 5.2.3.11 en un volumen final de reaccion de 10 uL que
incluia 5 pL de 2x iTag Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad) y 500 nM de cada
oligonucledtido (ver Tabla 5.2).



La gPCR comenzaba a 95 °C durante 2 min seguido de cuarenta ciclos con dos
fases (95 °C x 15 s, 53-57 °C x 30 s) y finalizaba con una curva de disociacion:
incremento progresivo de la temperatura del orden de 0,1 °C/s entre 60 °Cy 95 °C,
con medida de la fluorescencia cada 0,5 °C.

Cada una de las muestras se midid por triplicado y la expresion relativa del
gen se calculé usando el método 2°“ empleando B-actina como gen de referencia
interno.

5.2.4 Técnicas para el analisis de proteinas

5.2.4.1 Determinacion de la sintesis de proteinas

Las células L6 se sembraron en placas de 48 pocillos, se incubaron en medio
de diferenciacién durante cuatro dias (ver 5.1.3.2) y a continuacidn se incubaron en
medio sin suero 16-18 h. Transcurrido este tiempo, se volvié a reponer el medio
habitual con 10% (v/v) FBS y se suplementd con 0,8 mM Tyr y los efectores.

El cultivo se mantuvo en estas condiciones durante 2 h y seguidamente se
adiciond 1 pCi/mL de L-(ring-3,5-3H)-Tyr (Perkin Elmer). Pasada una hora la reaccién
se paro colocando las placas sobre hielo. Posteriormente, los pocillos se lavaron dos
veces con PBS frio suplementado con 2mM Tyr (PBS-Tyr).

Las células se lisaron con 0,1 mM NaOH/0,1% (p/v) desoxicolato sddico y se
procedid a la precipitacion de las proteinas por adiciéon de 20% (v/v) acido
tricloroacético (TCA). La mezcla se transvaso a tubos de 1,5 mL, se incubd a 4 °C
durante 15 min y se centrifugd a 16.000 xg durante 10 min.

El sedimento se lavé una vez con 10% (v/v) TCA y se procedid a resuspender
las proteinas precipitadas en 0,1 mL de 1 M NaOH. Una alicuota (5 pL) se destind a la
cuantificacion de proteinas (ver 5.2.4.5) y el resto se neutralizé con 1 M HCl y se
mezclé con 4 mL de liquido de centelleo Ready Safe (Beckman Coulter).

Las muestras se procesaron en un contador de centelleo LS 6000 (Beckman
Coulter) y los datos se expresaron como dpm/ug de proteina.

5.2.4.2 Determinacion de la degradacion de proteinas

Después de cuatro dias en medio de diferenciacién, los miotubos fueron
marcados radiactivamente con L-(ring-3,5->H)-Tyr (Perkin Elmer) durante 48 h en
DMEM con 10% (v/v) FBS en ausencia o presencia de los efectores que se deseaba
ensayar.

Las células se lavaron una vez con PBS-Tyr y se incubaron un periodo de 2 h
en DMEM suplementado con 10% (v/v) FBS y 2 mM Tyr (medio de degradacion) para
permitir la degradacién de las proteinas de vida media corta. Se lavé dos veces con



PBS-Tyr y se renovd el medio de degradaciéon en presencia o ausencia de los
efectores y 5 UM dexametasona.

Pasadas 24 h, el medio de cultivo se transvasdé a tubos de 1,5 mL que
contenian 100 pL de 10 mg/mL BSA para facilitar la precipitacion de proteinas. Esta
se llevo a cabo mediante la adicidn de 20% (v/v) TCA. Se incubd a 4°C durante 1 hy se
centrifugd a 16.000 xg durante 10 min. El sobrenadante se mezclé con liquido de
centelleo Ready Safe (Beckman Coulter) y se midié su radiactividad (fraccidn soluble).
El sedimento se lavd una vez con 10% (v/v) TCA, se resuspendié en 0,1 mLde 1 M
NaOH vy se equilibré con 1 M HCI; se mezclé con liquido de centelleo y se midid su
radiactividad (fraccidn insoluble).

Por otra parte, las células se lavaron con PBS-Tyr, se lisaron con 0,1 mM
NaOH/0,1% (p/v) desoxicolato sdédico y se precipitaron con 20% (v/v) TCA. El
sedimento se traté igual que se ha descrito en el parrafo anterior para la fraccion
insoluble y se midié su radiactividad (fraccion celular).

El porcentaje de degradacidn de proteinas para cada muestra corresponde al
cociente de la radiactividad de la fraccion soluble entre la radiactividad total, esto es,
la suma de la radiactividad de las tres fracciones: soluble, insoluble y celular, y
multiplicado por cien.

» radiactividad fraccién soluble
% degradacion = — x 100
radiactividad total

5.2.4.3 Estudio de promotores mediante el uso de genes reporteros
codificantes de luciferasas

Las células fueron transfectadas con construcciones del vector pGL3-Basic,
que incluian la secuencia de un determinado promotor, y el vector pRL-TK en una
proporcién 95:5 (ver 5.1.4.1).

La actividad de las luciferasas de luciérnaga y Renilla fueron medidas usando
el Dual Luciferase Assay System (Promega) siguiendo el protocolo indicado por el
fabricante y usando un lumindmetro Sirius L (Berthold Technologies).

Los resultados se expresaron en porcentaje como cambios relativos en la
actividad de la luciferasa otorgando al grupo control el valor 100%.

5.2.4.4 Preparacion de extractos proteicos

- Extractos totales

Las células fueron cultivadas en medio de cultivo completo hasta confluencia.
Se retird el medio de cultivo de la placa y se lavd dos veces con PBS. Se afiadieron 50
uL de tampon de lisis RIPA (50 mM Tris-HCI, pH 8,0; 150 mM NaCl; 1% (v/v) Nonidet




P-40; 0,1% (p/v) SDS; 1% (p/v) desoxicolato sédico; 5 mM EDTA; 1 mM PMSF), se
rasparon y se transfirieron a un tubo de 1,5 mL. Los tubos se incubaron en hielo
durante 10 min y se centrifugaron a 10.000 xg durante 10 min a 4 °C. El
sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo.

- Extractos para la deteccion de proteinas fosforiladas

El medio de cultivo se retird rapidamente de las placas y estas se congelaron
a -80 °C durante 30 min. A continuacion se procedié al raspado de las células con
tampon de lisis RIPA (ver pdrrafo anterior) suplementado con inhibidores de
fosfatasas (10 mM NaF; 10 mM pirofosfato sédico; 1 mM ortovanadato sédico; 1 mM
EGTA; 20 nM &cido okadaico; 10 mg/mL aprotinina; 10 mg/mL leupeptina; 10 mg/mL
pepstatina). El lisado se transvasé a tubos de 1,5 mL, se centrifugé a 10.000 xg
durante 10 min y se recogio el sobrenadante en un tubo nuevo.

- Extractos nucleares

En esta ocasidon se siguid el protocolo descrito por Young et al. (2001) con
ligeras modificaciones.

Las células fueron raspadas en 50 pL de tampédn de lisis (50 mM KCl; 0,5%
(v/v) Nonidet-P40; 25 mM HEPES, pH 7,8; 1 mM PMSF; 10 mg/mL leupeptina; 20
mg/mL aprotinina; 100 mM DTT) y transferidas a hielo donde permanecieron 5 min.
Después de centrifugar a 16.000 xg durante 1 min, el sobrenadante se reservé como
extracto citosdlico.

El sedimento se lavd una vez con 50 plL de tampdn de lisis sin Nonidet-P40. A
continuacién se traté con 30 uL de tampdn de extraccidén (500 mM KCl; 10% (v/v)
glicerol; 25 mM HEPES, pH 7,8; 1 mM PMSF; 10 mg/mL leupeptina; 20 mg/mL
aprotinina; 100 mM DTT) y se pipeted arriba y abajo varias veces. Por ultimo se
centrifugd a 16.000 xg durante 5 min y el sobrenadante se recogié como extracto de
proteinas nucleares.

Cuando se realizaron Western blots con este tipo de extractos, se empleé la
proteina histona H3 como control de carga dada su localizacidon exclusivamente
nuclear.

5.2.4.5 Cuantificacién de proteinas

La concentracion de proteinas de los distintos extractos fue medida usando
el método del 4cido bicinconinico (Smith et al., 1985).

Para ello se utilizan un reactivo A (2% (p/v) Na,COs-H,0; 0,16% (p/v) tartrato
sédico; 0,4% (p/v) NaOH; 0,95% (p/v) NaHCOs) y un reactivo B (4% (p/v) CuSO,4-5 H,0)
que se mezclan en proporcién 49:1. Con esta mezcla se prepara una disolucién al 1%
(p/v) de la sal disédica hidratada del acido bicinconinico (soluciéon de trabajo).



Por otra parte, en una microplaca de 96 pocillos se pipetean alicuotas de la
muestras por duplicado asi como volumenes crecientes de una disolucién de BSA de
concentracién conocida para la elaboracion de la recta patrén. A continuacion se
afiaden 150 pL de la soluciéon de trabajo y se incuba a 37 °C durante 30 min.

Finalmente se mide la densidad éptica a 595 nm en un lector de placas. Los
valores obtenidos para las muestras se interpolan en la recta patron para conocer la
concentracién de proteinas.

5.2.4.6 Electroforesis vertical en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida (SDS-PAGE)

La electroforesis de proteinas se realiza generalmente en geles de
poliacrilamida que es un polimero entrecruzado el cual permite separar las proteinas
en funcién de su peso molecular. Estos geles estdn constituidos por dos partes, el gel
de resolucion y el gel de compactacion, cuya composicion se detalla en la Tabla 5.4.

Tabla 5.4. Composicion de geles de poliacrilamida

Gel de resolucion Gel de compactacion
40% Acrilamida/bisacrilamida 5-10% (p/v) 4% (p/v)
Tris-HCl, pH8,8 0,375 M -
Tris-HCI, pH6,8 - 0,125 M
SDS 0,1% (p/v) 0,1% (p/v)
APS 0,05% (p/v) 0,05% (p/v)
TEMED 0,05% (v/v) 0,1% (v/v)

Entre sus componentes se encuentra SDS que es un detergente cuyas
moléculas presentan carga negativa. El SDS se une a las proteinas en una cantidad
aproximadamente proporcional al peso molecular de la macromolécula. El
detergente ligado incorpora una gran carga neta negativa, lo que hace que la carga
intrinseca de la proteina sea insignificante. Ademas, la mayoria de las proteinas se
desnaturalizan cuando se fija el SDS adoptando una forma similar y, por tanto, una
razon similar de carga a masa. En estas condiciones, las proteinas se separan en la
electroforesis casi exclusivamente en funcién de su peso molecular.

Para la preparacion de las muestras, se toma el volumen correspondiente a
30 ug de proteinas y se mezcla con tampén de carga 2x (200 mM Tris-HCI, pH 6,8; 2%
(p/v) SDS; 20% (v/v) glicerol; 5% (v/v) B-mercaptoetanol; 0,1% (p/v) azul de
bromofenol). La mezcla se calienta a 95 °C durante cinco minutos. El calentamiento y
la composicion del tampdn de carga favorecen la desnaturalizacién de las proteinas.

El gel se sumerge en tampdn de electroforesis 1x TGS pH 8,3 (25 mM Tris;
192 mM glicina; 0,1% (p/v) SDS) y las muestras se cargan en los pocillos del gel de
compactacién. Se aplica un voltaje de 150 V durante aproximadamente una hora.



Este tiempo variara en funcién de la concentracidon de acrilamida en el gel y del
tamafio de las proteinas de interés.

Si se va a realizar la transferencia de proteinas a una membrana, esta debe
realizarse antes de proceder a la tincion del gel. La solucién de tincidn esta
constituida por 0,2% (p/v) Coomassie Brillant Blue G-250, 40% (v/v) metanol y 15%
(v/v) acido acético. El gel se deja en dicha solucion durante dos horas en agitacion a
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, los geles se pasan a la solucién de
decoloracién (40% (v/v) metanol, 15% (v/v) acido acético) hasta que las bandas
coloreadas correspondientes a las proteinas se hacen visibles. Inmediatamente
después, los geles son fotografiados.

5.2.4.7 Western Blot

Se trata de una técnica que permite la deteccidn de una proteina de interés
sobre un soporte fisico mediante el uso de anticuerpos.

Después de la separacidon por electroforesis, las proteinas se transfieren
desde el gel de poliacrilamida a una membrana de nitrocelulosa o PVDF. Para ello se
utilizé el dispositivo para transferencia Trans-Blot Turbo Transfer System de Bio-Rad
siguiendo las instrucciones facilitadas por el fabricante. La transferencia se realiza a
25 V/1 A durante 30 min. El tampdn de transferencia pH 8,3 contiene 25 mM Tris; 0,2
M glicina; 20% (v/v) metanol.

Terminada la transferencia, comienza el proceso de inmunodeteccién. La
membrana se introduce en un tubo cdnico tipo Falcon de 50 mL y se adicionan 5 mL
de la solucién de bloqueo que puede ser 5% (p/v) leche desnatada en polvo o 5%
(p/v) BSA en TBS-Tween (50 mM Tris-HCl, pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,1% (v/v) Tween
20). El tubo se introduce en el rotador de tubos y se mantiene en él durante una
hora. De este modo, se bloquean los sitios de unidn inespecificos.

A continuacioén se retira la solucién de bloqueo y se incorpora el anticuerpo
especifico (anticuerpo primario) diluido en la proporcion adecuada en solucién de
bloqueo nueva. El tubo con la membrana se mantiene en rotacidn durante toda la
noche a 4 °C. Posteriormente se procede a lavar la membrana con TBS-Tween tres
veces durante diez minutos con rotacidn continua a temperatura ambiente.

El siguiente paso consiste en poner en contacto la membrana con un anti-
anticuerpo (anticuerpo secundario) que tiene la capacidad de unirse al anticuerpo
primario y ademas, en nuestro caso, va ligado a peroxidasa. Asi pues, la membrana se
sumerge en una disolucién adecuada del anticuerpo secundario en solucion de
bloqueo y se mantiene en rotacién durante dos horas a temperatura ambiente.
Nuevamente se lava la membrana como se hizo tras la incubacién con el anticuerpo
primario y se realiza un ultimo lavado con TBS, en este caso sin Tween, durante cinco
minutos.



Finalmente, la deteccidn se lleva a cabo por quimioluminiscencia empleando
para ello un reactivo preparado en el laboratorio (Mruk y Cheng, 2011) y el sistema
de deteccion ChemiDoc-It 810 Imager de UVP.






6 RESULTADOS

6.1 Diferenciacion celular y metabolismo proteico en
células L6

En el apartado “Antecedentes” de esta Tesis Doctoral, se ha puesto de
manifiesto la importancia del mantenimiento de la masa muscular para garantizar un
estado saludable del individuo. En este sentido, nos propusimos estudiar dos
procesos esenciales para la conservacion del musculo esquelético como son la
diferenciacién celular y el recambio proteico. Para ello tomamos como modelo de
experimentacion in vitro las células L6.C11 (de aqui en adelante L6).

Las células L6son mioblastos de rata que en las condiciones apropiadas de
cultivo tienen la capacidad de fusionarse para formar miotubos multinucleados vy
fibras estriadas. Esta linea celular es usada habitualmente en el estudio de procesos
bioldgicos relacionados con el musculo esquelético.

Por otra parte, el Na,WQ, es un compuesto antidiabético oral (Dominguez et
al., 2003) que promueve la translocacion de GLUT4 a la membrana plasmatica en
musculo esquelético (Giron et al., 2003; Giron et al., 2008). A su vez, provoca un
incremento en la cantidad total de la proteina GLUT4 que se debe a una estimulacion
de la actividad transcripcional de su promotor por parte de los factores de
transcripcion MEF2. Estos factores de transcripcién también participan en la
regulacién de la miogénesis (formacidn de nuevas células musculares).

Con estos conocimientos previos, decidimos evaluar los posibles efectos del
Na, WO, sobre la diferenciacion celular y el recambio proteico en mioblastos L6.

6.1.1 El tungstato sédico induce la diferenciaciéon de mioblastosL6.

El proceso de diferenciacién celular en musculo esquelético es un mecanismo
esencial para la recuperacion del tejido tras un dafio severo y nosotros quisimos
analizar si el Na,WO, presentaba alguin efecto sobre dicho proceso.

Para ello, se incubaron células L6 en ausencia o en presencia de Na,WQO, o
insulina. Esta ultima se empled como control positivo pues se conoce que favorece la
diferenciacion de los mioblastos L6 en miotubos (Ewton y Florini, 1981). Después de
cuatro dias de incubacidn, los cultivos incubados en presencia de estos dos efectores
presentaban una cantidad de mioblastos fusionados mucho mayor que el grupo
control no tratado (Figura 6.1).



Figura 6.1. El Na,WO,induce la diferenciacion de mioblastos L6 en miotubos. Las células fueron
cultivadas en DMEM suplementado con 2% (v/v) FBS en ausencia [C] o presencia de 50 nM insulina [I] o
0,5 mM Na,WO0, [W] durante cuatro dias. Se fijaron, se tifleron con Hoechst y se observaron en el
microscopio de fluorescencia. Se tomaron fotografias para la emisién de Hoechst y se fusionaron con la
imagen de campo claro. La figura muestra un ejemplo representativo de los resultados obtenidos.

La diferenciacién de mioblastos en miotubos se caracteriza por un
incremento en la actividad creatina quinasa (Morris, 1978). En este sentido,
decidimos analizar qué ocurria cuando se procedia a diferenciar células L6 en
ausencia o presencia de Na,WO,. Asi, se determind la actividad creatina quinasa en
los lisados celulares durante cuatro dias y se observé que las células que se habian
incubado en medio de diferenciacion (DMEM suplementado con 2% (v/v) FBS, (ver
5.1.3.2) con Na,WO, presentaban unos niveles significativamente superiores de
actividad creatina quinasa a partir del tercer dia (Figura 6.2-A).

Seguidamente, se midié la actividad transcripcional dependiente del
promotor de creatina quinasa. Esta determinacién puso de manifiesto que el
incremento en la actividad de la creatina quinasa promovida por el Na,WQ,, era
debida a un incremento en la transcripcién del gen (Figura 6.2-B).
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Figura 6.2. El Na,WO, incrementa la actividad del marcador de diferenciacion muscular creatina
quinasa. Las células L6 se incubaron en medio de diferenciacidn en ausencia (C) o presencia de 0,5 mM
Na,WO, [W] durante cuatro dias. (A) Se determind la actividad creatina quinasa cada 24 h. Los datos se
expresan como Ul/mg proteina. (B) La actividad transcripcional del promotor de creatina quinasa se
midié a los cuatro dias. Los datos se normalizaron teniendo en cuenta la eficiencia de transfeccién y se
muestran como unidades arbitrarias. Los resultados se expresan como la media + S.E.M. (n=4). *p<0,05
comparado con las células no tratadas para el mismo tiempo.

Posteriormente, abordamos qué factores de transcripcién podrian tener un
papel relevante en el incremento de la transcripcidon del gen de creatina quinasa.
Analizandola secuencia del promotor,encontramos que existian sitios putativos de
reconocimiento de los factores de transcripcion MEF2 y MyoD. Como se aprecia en el
esquema de la Figura 6.3-A, el promotor de creatina quinasa presenta al menos dos
lugares de unién para MEF2 y otros tantos para MyoD (mCK1, ver Figura 6.3-A).
Procedimos a realizar deleciones en la secuencia de dicho promotor y estudiamos
como variaba la actividad transcripcional del mismo con la ayuda de genes
reporteros.

La primera delecién que se realiz6 (mCK2, ver Figura 6.3-A) afectaba a una
amplia regién del extremo 5’ del promotor pero no suprimia los sitios de unién para
MEF2 y MyoD. En células transfectadas con esta construccidn, si bien el efecto
positivo del Na,WO, disminuyd, la actividad transcripcional seguia siendo
significativamente mayor que en el grupo no tratado (Figura 6.3-B).

Por su parte, las células transfectadas con las construcciones mCK1 y mCK2
presentaban una actividad transcripcional similar en condiciones basales (Figura 6.3-
B).



Se realizd6 una nueva delecién que eliminaba los dos lugares de unién de
MEF2 y uno de MyoD, ademas de las bases eliminadas en la primera delecion (mCK3,
ver Figura 6.3-A). Las células no tratadas y transfectadas con esta Ultima construccion
mostraban una disminucion en los niveles de transcripcion del gen reportero
respecto a las células transfectadas con el promotor completo (mCK1), y ademas, se
perdid practicamente por completo el efecto positivo que originaba el Na,WO,
(Figura 6.3-B). Con estos resultados, concluimos que el factor de transcripcién MEF2
debia jugar un papel relevante en el efecto positivo del Na,WO, sobre el incremento
en la actividad de creatina quinasa y, por extensién, en su capacidad para promover a
diferenciacion de las células L6 de mioblastos en miotubos.
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Figura 6.3. El factor de transcripcion MEF2 participa en la activacion del promotor de creatina quinasa
mediada por Na,WO,. (A) Esquema representativo del promotor de creatina quinasa que muestra los
sitios putativos de unién para MEF2 y MyoD, asi como las deleciones llevadas a cabo. (B) Las células
transfectadas se diferenciaron en miotubos y a continuacién se incubaron en ausencia o presencia de
0,5 mM Na, WO, [W] durante 18-20h. Se determiné la actividad transcripcional del promotor de creatina
quinasa. Los datos se normalizaron teniendo en cuenta la eficiencia de transfeccion y se muestran como
unidades arbitrarias. Los resultados se expresan como la media = S.E.M. (n=4). *p<0,05 comparado con
las células no tratadas y transfectadas con la misma construccién. mCK, muscle creatine kinase.

A continuacién, nos propusimos estudiar si el efecto del Na,WOQ,estaba
relacionado con una serie de factores de transcripcién cuya expresién varia a lo largo
del proceso de diferenciacion de mioblastos a miotubos. En nuestro caso realizamos
la cuantificacién por Western blot de los factores de transcripcion Pax-7, Myf-5 y
MEF2D.



Pax-7 y Myf-5 se expresan en mioblastos y su expresion disminuye cuando
comienza el proceso de diferenciacién. Dicha disminucién es muy rapida en el caso
de Pax-7 y algo mas prolongada en el tiempo en el caso de Myf-5 (Bentzinger et al.,
2012). Por el contrario, los mioblastos presentan niveles bajos de MEF2D que se van
incrementando a medida que avanza el proceso de diferenciacién (Zhu et al., 2004).

Cuando incubamos los mioblastos L6 en medio de diferenciacion, tanto la
disminucién en la expresion de Myf-5 como el incremento en la expresion de MEF2D
se produjeron mas rapidamente en las células que se cultivaron en presencia de
Na,WO,. En el caso de Pax-7 no se apreciaron diferencias porque a las 24 h ya se
habia suprimido por completo su expresion en ambos grupos (Figura 6.4).
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Figura 6.4. El Na,WO, promueve los cambios en la expresion de factores de transcripcion implicados
en la diferenciacién celular. Células L6 fueron cultivadas en medio de diferenciacién en ausencia o
presencia de 0,5 mM Na,WO, [W] durante cuatro dias. Se lisaron las células y se realizaron Western
blots empleando los extractos proteicos totales y anticuerpos especificos frente a Pax-7, Myf-5, MEF2D y
actina. En la parte superior de la figura se muestran membranas representativas de los resultados
obtenidos. Los datos se expresan como la media + S.E.M. (n=4).



6.1.2 Regulaciéon de la transcripcion y expresion de MEF2D por
tungstato sodico

De acuerdo con los resultados obtenidos hasta el momento y teniendo en
cuenta los efectos positivos del Na,WO, sobre la expresién de MEF2D, decidimos
profundizar en el estudio de la expresion y regulacion de este factor de transcripcion.

Si bien ya habiamos comprobado que la cantidad de proteina aumentaba en
presencia de Na,WQ,, nos propusimos estudiar qué ocurria con los niveles de mRNA.
Para ello realizamos ensayos de gPCR y obtuvimos como resultado que no se
producian cambios significativos en la cantidad del mensajero de MEF2D en las
células tratadas con Na,WOyrespecto al grupo control no tratado (Figura 6.5).
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Figura 6.5. El Na,WO, no modifica la expresién del mRNA de MEF2D. Células L6 fueron cultivadas en
medio de diferenciacion en ausencia o presencia de 0,5 mM Na,WO, [W] durante 24 h. (A) Se lisaron las
células y se realizaron Western blots empleando los extractos proteicos totales y anticuerpos especificos
frente a MEF2D y actina. En la parte superior de la figura se muestran membranas representativas de los
resultados obtenidos. Los datos se expresan como la media + S.E.M. (n=4). (B) La expresion relativa de
MEF2D mRNA se calculé usando el método del 2 tomando la B-actina como gen de referencia interno.
Los resultados se expresan como la media £ S.E.M. (n=6).

Puesto que se produjo un incremento de la cantidad de proteina pero no
ocurridé lo mismo con su mRNA, concluimos que la expresion de MEF2D estaria
regulada a nivel postraduccional.

6.1.2.1 El tungstato sédico inhibe la sumoilacién de MEF2D

Esta descrito que los factores de transcripcion de la familia MEF2 pueden
modularse a través de modificaciones covalentes como son los procesos de
fosforilacién y sumoilacién (ver 3.1.1.1). Cuando MEF2D es sumoilado, se procede a
su degradacion.



Para el estudio de la sumoilacién de MEF2D, procedimos a realizar Western
blots partiendo de extractos proteicos totales obtenidos con un tampdn de lisis al
que se adiciond N-etilmaleimida (NEM). Este compuesto inhibe la desumoilacién de
las proteinas. Los resultados mostraron que las muestras tratadas con Na,WQO,no
originaban la sefial correspondiente a MEF2D mas SUMO (Figura 6.6).
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Figura 6.6. El Na,WO, reduce la sumoilacion de MEF2D. Células L6 se incubaron en medio de
diferenciacion en ausencia o presencia de Na,WO, [W] durante 4 dias. Se lisaron con un tampdn de lisis
que incluia 20 mM N-etilmaleimida [NEM] para prevenir la desumoilacién de las proteinas y se
realizaron Western blots empleando los extractos proteicos totales y anticuerpos especificos frente a
MEF2D y actina. Se muestra una membrana representativa de los resultados obtenidos (n=4).

Puesto que estd descrito que el acido ginkgdlico inhibe la sumoilacion
(Fukuda et al., 2009), decidimos medir los niveles de transcripcion dependiente de
MEF2 en células cultivadas en presencia de dicho compuesto y de Na,WO,.

El acido ginkgdlico produjo un aumento en la actividad transcripcional
respecto a las células control no tratadas. Dicho incremento fue similar al originado
por el Na,WQ,. La adicién simultanea del inhibidor y efector no supuso efecto
adicional alguno (Figura 6.7).

MEF2D presenta un sitio de sumoilacién en K439, pero para que esta pueda
llevarse a cabo es necesaria la fosforilacién previa de la S444. Mediante la técnica de
mutagénesis dirigida se obtuvieron diversas secuencias de DNA cuya expresién
originaba mutaciones puntuales en dichos aminodcidos: K439R, S444A y S444D.

La mutacion K439R previene la sumoilaciéon de la proteina. En el caso de
S444A se impide la fosforilacion del resto de serina y el cambio la serina por
aspartato simula en cierto modo una fosforilacion permanente en dicho resto.

La secuencia de DNA silvestre y las mutadas se clonaron fusionadas a la
secuencia del factor de transcripciéon de levaduras GAL4 para poder medir la
actividad transcripcional mediada por MEF2D con el uso de genes reporteros
(5.1.4.1).

En esencia, la técnica consiste en cotransfectar las células con dos vectores.
Uno de ellos (pFR-Luc) contiene un promotor sintético con cinco repeticiones en
tdndem del sitio de unién a GAL4 de levaduras que controla la expresion de una
luciferasa. El otro vector presenta el dominio de unién a DNA del factor de



transcripcién de levaduras GAL4 y fusionado a él debe clonarse la secuencia que
codifica para la proteina que se desea estudiar, en nuestro caso MEF2D. Los niveles
de expresion de la luciferasa codificada por pFR-Luc dependeran a su vez Unicamente
de la expresion de MEF2D fusionado al dominio de uniéon a DNA de GAL4 y no
interferiran en el analisis la proteina MEF2D silvestre sintetizada por la célula. Con
este método se puede medir la actividad transcripcional de MEF2D en células
musculares sin tener que recurrir a otras lineas celulares, que poco o nada tengan
que ver con musculo, donde su expresidn basal sea minima o nula.
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Figura 6.7. El acido ginkgdlico es un inhibidor de la sumoilacion y activa la transcripcién mediada por
MEF2. Células L6 se diferenciaron en miotubos. A continuacién se incubaron en ausencia o presencia de
Na,WOQ, [W], acido ginkgdlico o ambos durante 16 h. Los datos se normalizaron teniendo en cuenta la
eficiencia de transfeccidén y se muestran como unidades arbitrarias. Los resultados se expresan como la
media £ S.E.M. (n=4)

Los resultados muestran que cuando las células transfectadas con la
construccion que incluye la secuencia de MEF2D original se incuban en presencia de
Na,WO0,, se produce un incremento significativo de la actividad transcripcional
respecto a las células del grupo control no tratado.

En el caso del mutante K439R, puesto que la sumoilacién no es posible y por
tanto se impide la degradacién de la proteina, la actividad transcripcional es muy
elevada y la adicion de Na,WO, al medio no supone una activacion adicional (Figura
6.8).

Por otra parte, la mutacién S444A supone un aumento en la actividad
transcripcional puesto que no se puede llevar a cabo la fosforilacién requerida para la
sumoilacidn, pero dicho aumento no es tan elevado como en el caso anterior. En esta
ocasion, la adicidon de Na,WO, al medio de cultivo si da lugar a una mayor actividad
transcripcional respecto al grupo control transfectado con la misma construccion
pero no tratado.



Finalmente, puesto que el cambio S444D simula una fosforilacién
permanente, MEF2D se encuentra en las condiciones adecuadas para ser sumoilado y
posteriormente degradado. En esta situacion los niveles de actividad transcripcional
son menores que en los casos anteriores y no se ven incrementados por la presencia
de Na,WO, en el medio (Figura 6.8).
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Figura 6.8. El incremento de la transcripcion mediado por MEF2D debido a Na,WO, esta relacionado
con la sumoilacion en K439. Células L6 se cotransfectaron con el plasmido pCMV-GAL que incluia las
distintas construcciones de MEF2D y con el plasmido pFR-Luc que incluye el gen reportero. A
continuacion se diferenciaron en miotubos antes de proceder al tratamiento con 0,5 mM Na, WO, [W]
para evaluar los niveles de transcripcion dependientes de MEF2D. Los resultados fueron normalizados
teniendo en cuenta la eficiencia de transfeccidn y se muestran como unidades arbitrarias (n=4). Los
datos se expresan como la media + S.E.M. *p<0,05 comparado con las células control no tratadas;
#p<0,05 comparado con las células transfectadas con la misma construccién no tratadas.

6.1.2.2 MEF2D presenta sitios de fosforilacion que modulan su
actividad

Ademads de la sumoilacién, MEF2D ve regulada su actividad a través de la
fosforilacién de los restos S121 y S190. Estos son susceptibles de ser fosforilados por
mediacién de la proteina quinasa A (PKA) dando lugar a una inhibicidn de la actividad
del factor de transcripcién (Du et al., 2008).

La PKA en su forma inactiva, esta constituida por dos subunidades cataliticas
y dos subunidades reguladoras. Cada una de las subunidades reguladoras puede
unirse a AMP ciclico (cAMP) liberandose del conjunto y activando las subunidades
cataliticas. Tomando esta informacién, decidimos realizar ensayos con células L6
cultivadas en presencia de 8-Br-cAMP, un analogo permeable del cAMP que activa a
PKA y presenta mayor resistencia a la hidrélisis.

En primer lugar abordamos el estudio de la actividad transcripcional
mediante el uso de genes reporteros. Para ello se cultivaron las células en ausencia o
presencia de Na,WQ,, 8-Br-cAMP o ambos de forma concomitante. Ademas, uno de
los grupos se cotransfectd con DNA codificante de las subunidades cataliticas de PKA,
es decir, en ausencia de las subunidades reguladoras y por tanto siempre activas.




Las células incubadas con 8-Br-cAMP presentaban valores de actividad
transcripcional dependiente de MEF2 por debajo de los obtenidos con las células
control no tratadas y el tratamiento con la mezcla de los dos efectores no supuso una
recuperacion de la actividad (Figura 6.9). Las células que expresaban las subunidades
cataliticas de PKA arrojaban valores significativamente menores que el grupo control,
si bien en presencia de Na,WQ, este efecto se revertia parcialmente.
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Figura 6.9. La incubacion de células L6 en presencia de 8-Br-cAMP o que sobreexpresan las
subunidades cataliticas de PKA presentan una disminucidn en la actividad transcripcional mediada por
MEF2 que solo es revertida parcialmente en el segundo caso. Un grupo de células se cotransfecté con
DNA codificante para las subunidades cataliticas de PKA. Las células L6 se diferenciaron en miotubosy a
continuacion se incubaron en ausencia o presencia de 50 uM 8-Br-cAMP, 0,5 mM Na, WO, [W] o ambos
durante 18-20h. Los resultados fueron normalizados teniendo en cuenta la eficiencia de transfeccion y
se muestran como unidades arbitrarias (n=4). Los datos se expresan como la media + S.E.M. *p<0,05
comparado con las células control no tratadas.

El siguiente paso fue estudiar la actividad transcripcional dependiente de
MEF cuando se mutaban los sitios de fosforilacion por PKA. Asi, por mutagénesis
dirigida se realizaron construcciones que incluian la mutacién S121A, S190A o ambas.
La sustitucion de los restos de serina por alanina impide la fosforilacion mediada por
PKA. En esta ocasion, las distintas construcciones se transfectaron en células CHO.

Las células que se transfectaron con cualquiera de las construcciones que
incluian la mutacidén S121A no respondian al tratamiento con Na,WQ0,. Ademas,
tampoco aparecian los efectos inhibitorios observados con la incubaciéon
concomitante de las células con Na,WO, y 8-Br-cAMP. Estos dos fendmenos si se
producian en las células transfectadas con la construccion mutada exclusivamente en
$190. Por tanto, concluimos que el resto S121 es necesario para que el Na,WOQ,
pueda mantener su efecto positivo sobre la activacién de MEF2 (Figura 6.10).
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Figura 6.10. El Na,WO, necesita el resto S121 para mantener sus efectos. Células CHO se transfectaron
con vectores que incluian las secuencias codificantes de MEF2D silvestre [WT] y las formas mutadas
[S121A, S190A, S121A, S190A] y con el vector pMEF2X4 Elb-Luc que expresa el gen reportero bajo el
control de un promotor que presenta cuatro copias en tandem del sitio de uniéon a MEF2. Las células se
incubaron en DMEM suplementado con 10% (v/v) FBS en ausencia [C] o presencia de 0,5 mM Na,WO,
[W], 50 uM 8-Br-cAMP [cAMP] o ambos [W + cAMP] durante 18-20h. Los resultados fueron
normalizados teniendo en cuenta la eficiencia de transfeccion y se muestran como unidades arbitrarias.
Los datos se expresan como la media + S.E.M. (n=4).

Finalmente, cuantificamos los niveles celulares de cAMP. Esto se realizé en
dos condiciones distintas: en ausencia y en presencia del diterpeno forskolina que
induce la formacion de cAMP (Hedin y Rosberg, 1983).

Cuando las células se incubaban en ausencia de forskolina, esto es, en
condiciones basales, el Na,WO, no modulaba los niveles de cAMP; sin embargo, la
incubacién con forskolina origind un sustancial incremento en la cantidad de cAMP
respecto a las células control no tratadas que fue revertido considerablemente en las
células que se cultivaron en presencia de forskolina y Na,WOQ, (Figura 6.11).
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Figura 6.11. El Na,WO, revierte el incremento de cAMP originado por forskolina. Células L6 se
diferenciaron en miotubos y se incubaron en ausencia [C] o presencia de 0,5 mM Na,WO, [W], 25 uM
forskolina [F] o ambos [F+W] durante 30 min. A continuacion se midieron los niveles de cAMP. Los datos
se expresan como la media + S.E.M. (n=4). *p<0,05 comparado con el grupo tratado con 25 uM
forskolina.



6.2 La activacion de ERK1/2 por tungstato sodico induce
la sintesis y previene la degradacion de proteinas en
miotubos L6 de rata

Abordamos el estudio del efecto de la activaciéon de ERK1/2 por tungstato
sddico sobre el recambio proteico en miotubos L6 diferenciados. Con este fin,
determinamos los indices de sintesis y degradacién de proteinas y abundamos en la
influencia de la activacion de ERK1/2 sobre los mecanismos moleculares que
participan en estos dos procesos.

6.2.1 Efectos del tungstato sédico sobre el recambio proteico

El tungstato sddico (0,1-0,5 mM) tuvo un significativo efecto positivo sobre la
sintesis de proteinas (Figura 6.12-A). El efecto de 0,1 mM Na,WO, fue similar al
obtenido con 50 nM insulina en las mismas condiciones. Posteriormente,
comprobamos si el tungstato sédico tenia la capacidad de contrarrestar los efectos
de la dexametasona. La incubacion de miotubos L6 con 5 uM dexametasona produjo
una disminucidn en la sintesis (Figura 6.12-B) y un incremento en la degradacion de
proteinas (Figura 6.12-C). La adicién de tungstato sédico a las células 48 h antes de la
incubacién con dexametasona incrementd la sintesis de proteinas hasta alcanzar los
valores control (Figura 6.12-B) y disminuyd la degradacién de proteinas inducida por
dexametasona de una forma dosis dependiente.

Puesto que mTOR es un elemento central en la regulacién de la sintesis de
proteinas, decidimos estudiar los efectos del Na,WQ, sobre la fosforilacion de esta
quinasa (Figura 6.13-A). Se observé un incremento de la fosforilacién de mTOR de
forma dosis dependiente de un modo paralelo a como lo hace la sintesis de
proteinas. La incubacion previa con 25 nM rapamicina (un inhibidor especifico de
MTOR) bloqued los efectos del tungstato sédico (Figura 6.13-B), lo que confirmd la
implicacién de mTOR en el mecanismo de accion del tungstato sédico sobre la
sintesis de proteinas.

A continuacién, nos centramos en los efectos del tungstato sédico y la
insulina sobre el estado de fosforilacién de ciertas quinasas que son sustratos de
MTOR y que estan implicadas en la regulacién del inicio de la traducciéon del mRNA.
Observamos que el tungstato sddico producia un incremento en la fosforilacion de
S6K1 (ribosomal protein S6 kinase), 4E-BP1 (eukaryotic translation initiation factor
4E-binding protein 1) y elF4E (eukaryotic translation initiation factor E) de un modo
dosis dependiente (Figura 6.13C-E). La incubacién de las células con insulina condujo
a una mayor fosforilacién de las quinasas que cuando fueron incubadas con Na,WO,.
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Figura 6.12. Efectos del tungstato sédico sobre el recambio proteico en miotubos L6. (A) Las células
fueron incubadas durante 2 h en DMEM suplementado con 10% FBS; 0,1-0,5 mM Na,WO, [W] o 50 nM
insulina [l]. (B) Las células fueron incubadas durante 2 h en DMEM suplementado con 10% FBS y 0,5 mM
Na,WO, y posteriormente con 5 pM dexametasona en ausencia o presencia de tungstato soédico
durante 1 h. (C) Las células fueron incubadas 48 h en DMEM con 10% FBS; 0,1-0,5 mM Na,WO, o0 50 nM
insulina y posteriormente se incubaron durante 24 h con 5 UM dexametasona [DEX] en ausencia o
presencia de los efectores. La sintesis de proteinas (A y B) y la degradacién de proteinas (C) se
determiné como se describe en 5.2.4.1 y 5.2.4.2. Los datos se han expresado en dpm/ug de proteina.
Los resultados representan la media = S.E.M. (n=8). *p<0,05 comparado con las células no tratadas.
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Figura 6.13 El tungstato sddico estimula la seiializacion a través de mTOR en miotubos L6. Los
miotubos fueron incubados en ausencia de FBS entre 16 h y 18 h antes de realizar los experimentos. (A)
Se trataron los miotubos con 0,1-0,5 mM Na,WO, [W] o 50 nM insulina [I] en el mismo medio durante
30 min. Se lisaron las células y se realizaron Western blots empleando los extractos proteicos totales y
anticuerpos especificos frente a mTOR y P-mTOR. Bajo la grafica se muestra una membrana
representativa de los resultados obtenidos (n=4). (B) Los miotubos se incubaron en el mismo medio
suplementado con 0,5 mM Na,WO, y en ausencia o presencia de 25 nM rapamicina durante 2 h. La
rapamicina se afiadié 30 min antes que el tungstato sédico y se mantuvo durante todo el experimento.
La sintesis proteica se determiné como se indica en 5.2.4.1 (n=6). (C-E) Las células se trataron como en
el apartado (A). Se lisaron y se hicieron Western blots usando extractos proteicos totales y anticuerpos
especificos frente a S6K1 (C), 4E-BP1 (D), elF4E (E) y sus respectivas formas fosforiladas. Bajo cada
grafica se muestra una membrana representativa de los resultados obtenidos (n=4). Los datos se
expresan como la media + S.E.M. *p<0,05 comparado con las células control no tratadas; #p<0,05
comparado con las células tratadas con tungstato sédico.



6.2.2 Modulacion de la sefializacion corriente arriba de mTOR por
tungstato sodico

Las dos rutas de sefalizacidn principales en la regulacién de la actividad de
mTOR son las rutas de PI3K/Akt y MEK/ERK. Se conoce por estudios previos (Giron et
al., 2008) que el tungstato sodico no induce la fosforilacién de Akt (RAC-alpha
serine/threonine-protein kinase) en miotubos L6. Nuestros ensayos corroboraron
esta observacion (Figura 6.14-A) y ademdas mostraron un incremento de la
fosforilacién de ERK1/2 (extracelular signal-regulated kinase) de un modo dosis
dependiente (Figura 6.14-B). Como cabia esperar, la insulina produjo un aumento de
la fosforilacién en ambos casos.
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Figura 6.14. Efectos del tungstato sddico corriente arriba de mTOR en miotubos L6. Los miotubos
fueron incubados en ausencia de FBS entre 16 h y 18 h antes de realizar los experimentos. (A-B) Las
células se trataron con 0,1-0,5 mM Na, WO, [W] o0 50 nM insulina [I] en el mismo medio durante 30 min.
Las células fueron lisadas y se realizaron Western blots empleando los extractos proteicos totales y
anticuerpos especificos frente a Akt (A) o ERK1/2 (B) y sus correspondientes formas fosforiladas. (C) Las
células se incubaron en el mismo medio suplementado con 0,5 mM Na,WO, en ausencia o presencia de
100 nM wortmanina o 20 uM PD98059 durante 2 h. Los inhibidores se adicionaron 30 min antes que los
efectores y se mantuvieron durante todo el experimento. La sintesis de proteinas se determind como se
indica en 5.2.4.1 (n=6). *p<0,05 comparado con las células control no tratadas; #p<0,05 comparado con
las células tratadas con tungstato sddico. (D) Las células fueron tratadas como en los apartados (A) y (B)
salvo que en esta ocasion se emplearon anticuerpos especificos frente a TSC2 y su forma fosforilada en
S664. Bajo cada grafica se muestran membranas representativas de los resultados obtenidos (n=4). Los
datos se expresan como la media + S.E.M. *p<0,05 comparado con las células control no tratadas.
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Posteriormente, se determind la sintesis de proteinas en ausencia vy
presencia de 0,5 mM Na, WO, en células que habian sido incubadas previamente con
inhibidores especificos de la fosforilacion de Akt (100 nM wortmanina) o de la
activacion de ERK1/2 (20 uM PD98059). El incremento de la sintesis de proteinas
mediada por tungstato sédico fue bloqueado por la incubacién previa con PD98059,
pero no por wortmanina. De este modo confirmamos que Unicamente la activacién
de ERK1/2 estd implicada en los efectos del Na,WQ, sobre la sintesis de proteinas
(Figura 6.14-C).

Por otra parte, se conoce que la fosforilacién de TSC2 (tuberin) en el resto de
serina 664 es un fendmeno caracteristico de la activacién de mTOR mediada por
ERK1/2 (Ma et al., 2007). En este sentido, cuando las células fueron incubadas con
0,5 mM Na, WO, o 50 nM insulina se observé un incremento de la fosforilaciéon de
dicho resto de serina en TSC2 (Figura 6.14-D).

6.2.3 La activacion de ERK1/2 por tungstato sédico es concomitante
con una disminucion en la actividad de Fox03a

En musculo, la degradacién de proteinas inducida por dexametasona es
mediada por la activacion de los sistemas de degradacidon de proteinas ubiquitina-
proteasoma y autofagia-lisosoma (ver 3.1.2.2). Un elemento fundamental en la
regulacién de ambos sistemas es el factor de transcripcién FoxO3a (forkhead box
protein O) (Cho et al., 2010; Mammucari et al., 2007; Sandri, 2013; Zhao et al., 2007).

Con objeto de medir la actividad transcripcional dependiente de FoxO, se
transfectaron células L6 con una construccién que incluia la secuencia codificante
para la luciferasa de luciérnaga sensible a FoxO. A continuacidon se procedid a
diferenciar las células a miotubos y posteriormente se incubaron con 0,5 mM
Na,WO, o 50 nM insulina. Pasadas 48 h, se adiciond 5 uM dexametasona al medio de
cultivo y se incubaron en estas condiciones durante 24 h mdas. Mientras que la
dexametasona indujo la expresidon de la luciferasa, las células que habian sido
incubadas previamente con tungstato sddico o insulina presentaban un bloqueo en el
incremento de dicha expresiéon. Ademads, ni el tungstato sédico ni la insulina en
ausencia de dexametasona modificaron la actividad de la luciferasa en comparacion
con el grupo control (Figura 6.15-A).
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Figura 6.15. Efectos preventivos del tungstato sodico sobre la actividad transcripcional de FoxO3ay la
expresion de esta proteina en el citoplasma y el nuicleo de miotubos tratados con dexametasona. Las
células fueron incubadas inicialmente durante 48 h en DMEM suplementado con 10% (v/v) FBS y 0,5
mM Na, WO, [W] o 50 nM insulina [I]. A continuacién se incubaron 24 h mas con 5 uM dexametasona
[DEX] en ausencia o presencia de los efectores. (A) Las células fueron transfectadas transitoriamente con
un plasmido que codifica para la luciferasa de luciérnaga inducible por FoxO y posteriormente se
diferenciaron en miotubos antes de proceder a los tratamientos para evaluar los niveles de transcripcion
dependientes de FoxO. Los resultados fueron normalizados teniendo en cuenta la eficiencia de
transfeccion y se muestran como unidades arbitrarias (n=6). (B) FoxO3a y su forma fosforilada fueron
cuantificados por Western blot a partir de extractos citoplasmaticos (n=4). (C) Se determinaron los
niveles de FoxO3a e histona H3 en extractos nucleares por Western blot (n=4). Los datos se expresan
como la media £ S.E.M. *p<0,05 comparado con las células control no tratadas; #p<0,05 comparado con
las células tratadas con dexametasona.

Si FoxO3a se encuentra fosforilada, permanece en el citoplasma como un
factor de transcripcion inactivo (Sanchez et al., 2014; Zhao et al., 2007). Tanto el
Na,WO,; como la insulina incrementaron la fosforilacion de esta proteina en el
citoplasma en comparacién con las células tratadas con dexametasona y, ademas,
contrarrestaron la disminucién en el estado de fosforilacién inducida por
dexametasona (Figura 6.16-B). Ademds, extractos nucleares obtenidos a partir de
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células tratadas con dexametasona mostraron incrementos en FoxO3a respecto al
grupo control que no se observaron en las células tratadas con tungstato sédico o
insulina (Figura 6.15-C). De nuevo, la incubacidn previa con ambos agentes neutralizé
los efectos de la dexametasona.

Posteriormente, estudiamos la influencia de la dexametasona y el tungstato
sédico sobre la regulacion del sistema ubiquitina-proteasoma. Para ello, analizamos
los efectos del Na,WQ, y la insulina sobre la regulacion de la actividad del promotor
de ubiquitina y la expresion de los niveles de mMRNA mensajero de las dos principales
ligasas de ubiquitina: MuRF1 (muscle-specific RING finger protein 1) y atrogin-1
(Figura 6.16). El tungstato sédico contrarresté el incremento causado por el
tratamiento con dexametasona en la transcripcion dependiente del promotor de
ubiquitina (Figura 6.16-A), la expresion (Figura 6.16-B y D), y los niveles de mRNA
(Figura 6.16-C y E) de las dos ligasas de ubiquitina. Las diferencias observadas entre la
cantidad de proteina (Figura 6.16-B) y los niveles de mRNA (Figura 6.16-C) de MuRF1
en las células tratadas con insulina mas dexametasona sugieren que la expresiéon de
dicha proteina esta controlada de forma postranscripcional.

Por otra parte, LC3 (microtubule-associated protein 1 light chain 3), que esta
implicada en la formacidn del autofagosoma (Mizushima et al., 2010; Sandri, 2013),
estd codificada por uno de los genes cuya expresion es incrementada por mediacion
de FoxO3a. Para estudiar si el tungstato sddico esta también involucrado en Ia
proteolisis lisosomal, llevamos a cabo Western blots para LC3. Esta proteina es
cortada y conjugada a fosfatidiletanolamina durante la creacién de los
autofagosomas dando lugar a una forma denominada LC3-ll que migra mas
rapidamente (Ohsumi, 2001). La intensidad de las bandas de LC3-Il mostrada se
calculé en relacion a la intensidad de las bandas para actina obtenidas en la misma
membrana.
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Figura 6.16. El tungstato sédico disminuye la actividad transcripcional del promotor de ubiquitina Cy
la expresion de MuRF1 y atrongin-1 en miotubos tratados con dexametasona. Las células fueron
incubadas inicialmente durante 48 h en DMEM suplementado con 10% (v/v) FBS y 0,5 mM Na,WQO, [W]
0 50 nM insulina [I] y a continuacidn se incubaron 24 h mas con 5 UM dexametasona [DEX] en ausencia
o presencia de los efectores. (A) Las células se transfectaron transitoriamente con un pldsmido que
contiene la secuencia que codifica para la luciferasa de luciérnaga bajo el control del promotor de
ubiquitina C. A continuacién se diferenciaron en miotubos antes de proceder a los tratamientos para
evaluar la actividad transcripcional del promotor. Los resultados se normalizaron teniendo en cuenta la
eficiencia de transfeccion y se muestran como unidades arbitrarias (n=6). La expresion de las proteinas
MuRF1 (B) y atrogin-1 (D) fue evaluada mediante Western blot de extractos proteicos totales y el uso de
anticuerpos especificos. Los niveles de actina se emplearon como control de carga (n=4). Los niveles de
mMRNA de MuRF1 (C) y atrogin-1 (E) se midieron por PCR en tiempo real en muestras de todos los grupos
experimentales. La expresion relativa de mRNA se calculd usando el método del 2" tomando la B-
actina como gen de referencia interno (n=8). Los datos se expresan como la media + S.E.M. *p<0,05
comparado con las células control no tratadas; #p<0,05 comparado con las células tratadas con
dexametasona.
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La incubacion con dexametasona se asocia con una acumulacién de LC3-II,
pero este efecto fue blogqueado cuando se realizd una incubacidon previa con
tungstato sédico o insulina (Figura 6.17-A).

Cuando procedimos a bloquear la degradacion lisosomal de los
autofagosomas empleando bafilomicina Al (Mizushima et al., 2010), se observo un
incremento significativo en la expresiéon de LC3-ll en las células tratadas con
dexametasona (Figura 6.17-B). Este aumento fue contrarrestado tanto por el
tungstato sédico como por la insulina.

La expresidn de p62/SQSTM1 (sequestosome 1) también fue determinada
(Figura 6.17-C). Esta proteina es incorporada en el autofagosoma a través de la
interaccion con LC3 (Komatsu e Ichimura, 2010; Mizushima et al., 2010). Mientras
que el tratamiento con dexametasona originé la disminucion de la expresién de p62,
la incubacidn previa con tungstato sddico o insulina bloqued este efecto.
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Figura 6.17. Regulacion de la expresion de LC3 y p62 por el tungstato sédico en miotubos tratados con
dexametasona. Las células fueron incubadas inicialmente durante 48 h en DMEM suplementado con
10% (v/v) FBS y 0,5 mM Na,WO, [W] o 50 nM insulina [I] y a continuacién se incubaron 24 h mas con 5
UM dexametasona [DEX] en ausencia o presencia de los efectores. Las células se lisaron y se hicieron
Western blots usando extractos proteicos totales y anticuerpos especificos frente a LC3 (A, B) y p62 (C).
Se llevaron a cabo en ausencia (A) y presencia (B) de bafilomicina Al, en cuyo caso se adiciond
simultdneamente con la dexametasona y se mantuvo durante todo el experimento. Las membranas de
LC3 muestran dos bandas correspondientes a LC3-l y la forma lipidada LC3-Il. La intensidad de las
bandas de LC3-1l y p62 se calculé en relacién a la intensidad de las bandas para actina obtenidas en la
misma membrana. Los datos se expresan como la media + S.E.M. (n=4) *p<0,05 comparado con las
células control no tratadas; #p<0,05 comparado con las células tratadas con dexametasona.



Para confirmar los efectos del tungstato sédico sobre la prevencion de la
autofagia, transfectamos células L6 con un plasmido que presenta la secuencia
codificante de la proteina quimérica GFP-LC3 y que permite observar la formacioén de
autofagosomas empleando un microscopio de fluorescencia (Mammucari et al.,
2007; Zhao et al., 2007) (Figura 6.18). Estos experimentos se llevaron a cabo en
presencia de bafilomicina Al. El tratamiento con dexametasona dio lugar a un
incremento en la formacidn de autofagosomas; sin embargo las células tratadas
previamente con tungstato sédico mostraron una disminucién en dicho parametro.
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Figura 6.18. Regulacion de la formacion de autofagosomas por mediacion del tungstato sddico en
miotubos tratados con dexametasona. Los experimentos se realizaron como se describe en 5.2.2.8 y en
presencia de bafilomicina Al. En los grupos tratados con 0,5 mM Na, WO, [W], este se adiciond al medio
de cultivo 30 min antes de afiadir 5 UM dexametasona [DEX]. En estas condiciones se incubaron durante
durante 30 min mas. La formacién de autofagosomas se analizé mediante microscopia confocal de
fluorescencia y se hizo un recuento de los puntos por célula. Los resultados se expresan como la media +
S.E.M. (n=4). *p<0,05 comparado con las células control no tratadas; ﬁp<0,05 comparado con las células
tratadas con dexametasona.
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Para obtener un mejor conocimiento de la regulacion del sistema autofagia-
lisosoma, se midieron los niveles de mRNA de Bnip3 (BCL2/adenovirus E1B 19 kDa
protein-interacting protein 3). Tanto el tungstato sédico como la insulina revertieron
el incremento en los niveles de mRNA de Bnip3 causado por el tratamiento con
dexametasona (Figura 6.19).
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Figura 6.19. El tungstato sddico disminuye los niveles de mRNA de Bnip3 en miotubos tratados con
dexametasona. Las células se incubaron durante 48 h en DMEM suplementado con 10% FBS y 0,5 mM
Na, WO, [W] o 50 nM insulina [I]. A continuacién se adicioné 5 pM dexametasona [DEX] al medio de
cultivo y se incubaron 24 h mas en ausencia o presencia de los efectores. Los niveles de mRNA de Bnip3
se midieron por PCR en tiempo real en muestras de todos los grupos experimentales. La expresidn
relativa de mRNA se calculd usando el método del 2*“* tomando la B-actina como gen de referencia
interno. Los resultados se expresan como la media + S.E.M. (n=8). *p<0,05 comparado con las células
control no tratadas; #p<0,05 comparado con las células tratadas con dexametasona.



6.3 El tungstato sodico induce la diferenciacion y protege
de la apoptosis debida a estrés oxidativo en células
Neuro2a

La plasticidad neuronal es un campo de investigacion que en la actualidad
esta recibiendo mucha atencion. La posibilidad de formar nuevas sinapsis neuronales
a la vez que prevenir la muerte neuronal es el objetivo de aquellas terapias que
pretenden disminuir, o al menos enlentecer, el avance de los procesos
neurodegenerativos asociados con el envejecimiento o la enfermedad. Un modelo
simple para el estudio de la plasticidad neuronal lo constituyen cultivos de la linea de
neuroblastos murinos Neuro2a (Arsenault et al., 2014).

Primero estudiamos el efecto del Na,WO, sobre el proceso de diferenciacién
de células Neuro2a. Para ello, se observd la formacién de neuritas frente a un grupo
control y se cuantificaron marcadores moleculares de diferenciacion.
Posteriormente, se abordd el estudio del posible efecto neuroprotector del Na,WO,
frente al estrés oxidativo mediante ensayos de apoptosis y formaciéon de
autofagosomas.

6.3.1 El tungstato sddico induce la diferenciacion de células Neuro2a

Se incubaron células Neuro2a en ausencia o presencia de Na,WQ, y se
cuantifico la formacidn de neuritas a lo largo del tiempo. Este parametro se considera
un indicador de diferenciacidon de neuroblastos en neuronas. El porcentaje de células
diferenciadas fue significativamente mayor en el grupo tratado que en el control
tanto a las 24 como las 48 h (Figura 6.20-A).

Al observar las células en el microscopio y realizar el recuento de neuritas,
pudimos apreciar que el nimero total de células por campo era menor en el grupo
tratado que en el grupo control y que la diferencia se incrementaba con el tiempo.
Dicha observacién nos llevo a plantearnos el estudio de los efectos del Na,WO, sobre
la proliferacién de las células Neuro2a. Para ello realizamos un ensayo de viabilidad
celular basado en MTT (ver 5.2.2.9). Los resultados obtenidos demostraron que,
efectivamente, las células tratadas seguian creciendo, pero a una velocidad
significativamente menor a como lo hacian las células del grupo control (Figura 6.20-
B).
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Figura 6.20. El Na,WO, induce la diferenciaciéon de las células Neuro2a en neuronas y enlentece la
proliferacion. Las células fueron incubadas en DMEM suplementado con 0,5% (v/v) FBS y en ausencia o
presencia de 1 mM Na,WO, [W] durante 48 h. (A) Se realiz6 el recuento de neuritas a las 0, 24 y 48 h.
Los datos se han expresado como el porcentaje de células que presentan neuritas sobre el nimero total
de células. Los resultados representan la media + S.E.M. (n=4). (B) Se realizaron ensayos de MTT a las O,
24 y 48 h. Los resultados representan la media + S.E.M. (n=6). (C) Las imagenes muestran un ejemplo
representativo del estado de los cultivos en los tiempos en que se realizaron los recuentos de neuritas y
los ensayos de MTT. *p<0,05 comparado con las células control no tratadas.

Ademas del recuento de la formacion de neuritas, estudiamos la
diferenciacidon celular con marcadores moleculares. Cuando los neuroblastos se
diferencian en neuronas, se incrementa la expresidon del enzima acetilcolinesterasa
cuya funcion es hidrolizar el neurotransmisor acetilcolina (Bigbee et al., 2000). Asi
pues, determinamos mediante Western blot los niveles del enzima en ausencia o
presencia de Na,WO,. Las células tratadas presentaban niveles significativamente
mayores de acetilcolinesterasa que las células del grupo control (Figura 6.21-A).



Posteriormente nos interesamos por conocer qué tipo de neuronas se
estaban formando. Para dilucidar esta cuestion procedimos a realizar gPCR de varios
genes que inducen su expresion en funcién de qué tipo de neurona se estd
formando. Asi pues, medimos los niveles de expresion de tirosina hidroxilasa y Nurr1,
gue aumentan su expresién en neuronas dopaminérgicas (Volpicelli et al., 2004;
White y Thomas, 2012), y colina O-acetiltransferasa (Chat) que lo hace en el caso de
las neuronas colinérgicas (Butcher et al., 1992). En el caso de las células tratadas con
Na,WO, se produjo un incremento de Chat, pero no asi de Th y Nurrl (Figura 6.21-B)
por lo que podemos decir que las células Neuro2a cultivadas en presencia de Na,WO,
se diferencian en neuronas de tipo colinérgico.
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Figura 6.21. El Na,WO, produce una sobreexpresion de marcadores moleculares de diferenciacion
neuronal. Las células se incubaron en DMEM suplementado con 0,5% (v/v) FBS en ausencia o presencia
de 1 mM Na,WO, [W] durante 24 h. (A) Se lisaron las células y se realizaron Western blots empleando
los extractos proteicos totales y anticuerpos especificos frente a acetilcolinesterasa (AChE) y actina.
Junto a la grafica se muestran membranas representativas de los resultados obtenidos. Los datos se
expresan como la media + S.E.M. (n=4). *p<0,05 comparado con las células control no tratadas a tiempo
0 h. #p<0,05 comparado con las células control no tratadas a tiempo 24 h. (B) Se extrajo el RNA, se
retrotranscribié el mRNA y se realizaron qPCR para los genes tirosina hidroxilasa (Th), Nurrl y colina O-
acetiltransferasa (Chat). Los datos se expresan como la media + S.E.M. (n=4) *p<0,05 comparado con las
células control no tratadas.

También es conocido que el factor de transcripcién MEF2D se expresa en
neuronas diferenciadas (Lam y Chawla, 2007). Tomando esta informacién como
punto de partida, procedimos al estudio de la expresion y actividad de MEF2D en
Neuro2a.
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Cuando las células eran tratadas con Na,WQ,, aprecidbamos un incremento
en los niveles de la proteina MEF2D respecto a las células control no tratadas (Figura
6.22-A). Experimentos para la determinacion de la actividad transcripcional de
MEF2D con el uso de genes reporteros (luciferasa) también mostraron que dicha
actividad era mayor en las células tratadas que en el grupo control (Figura 6.22-B).
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Figura 6.22. El Na,WO, incrementa la expresion de MEF2D, su actividad transcripcional. (A) Células
Neuro2a se cultivaron en DMEM suplementado con 0,5% (v/v) FBS en ausencia o presencia de 1 mM
Na, WO, [W] durante 24 h. Se lisaron las células y se realizaron Western blots empleando los extractos
proteicos totales y anticuerpos especificos frente a MEF2D y actina. Sobre la grafica se muestran
membranas representativas de los resultados obtenidos. Los datos se expresan como la media = S.E.M.
(n=4). *p<0,05 respecto a las células control no tratadas en el tiempo O h. #p<0,05 comparado con las
células control no tratadas en el tiempo 24 h (B) Las células se cultivaron como se indica en (A) y se
midio la actividad transcripcional mediada por MEF2 mediante el uso de genes reporteros. Los datos se
expresan como la media + S.E.M. (n=6). *p<0,05 respecto a las células control no tratadas.

Por otra parte, MEF2D, como cualquier factor de transcripcién, presenta una
localizacién nuclear para poder llevar a cabo su accién; sin embargo, su degradacién
se produce en el citoplasma mediante el proceso de autofagia mediada por
chaperona (CMA: chaperone-mediated autophagy) (Yang et al., 2009). La ausencia de
suero bovino fetal en el medio de cultivo activa la CMA vy, por otra parte, el NH,4Cl
inhibe el paso final de degradacion proteica. Combinando estos dos factores vy
empleando una proteina quimérica MEF2D-GFP, pudimos comprobar que las células
cultivadas en ausencia de suero y presencia de Na,WO, presentaban menores niveles
de fluorescencia (y por tanto MEF2D) en el citoplasma que las células del grupo
control (Figura 6.23). Entendemos, por tanto, que el Na,WQ, previene la exportacién
de MEF2D desde el nucleo al citoplasma impidiendo su degradacién y prolongando
de este modo su accion como factor de transcripcidén que participa en la
diferenciacion neuronal.
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Figura 6.23 El Na,WO, disminuye la degradacién de MEF2D por autofagia mediada por chaperona. Las
células se cultivaron en DMEM suplementado con 20 mM NH,Cl y en ausencia o presencia de 10% (v/v)
FBS y Na,WO, [W]. Se tomaron fotografias de microscopia confocal para la emisién de Hoescht, GFP-
MEF2D vy la fusién de ambas sobre la imagen de campo claro que permite observar con precision la
region correspondiente al citoplasma.

Segun diversos estudios, es necesaria la activacion sostenida en el tiempo de
ERK1/2 para que se produzca la diferenciacién neuronal (Li et al., 2006; Marshall,
1995). Otros estudios muestran que la via de Akt también participa en el proceso de
diferenciacion (Lee et al., 2015; Qiao et al., 2012). Con estos antecedentes, nos
dispusimos a estudiar el efecto del Na,WO, sobre estas dos quinasas.

En el caso de ERK1/2, las células que fueron cultivadas en presencia de
Na,WO, durante 24 h presentaban unos niveles significativamente mayores de la
enzima fosforilada que las células del grupo control no tratado para ese mismo
tiempo. Por su parte, al medir los niveles de fosforilacion de Akt en las condiciones
gue acabamos de describir, no se observaron diferencias significativas (Figura 6.24).

Asi pues, parece claro que el Na,WO, activa a ERK1/2 pero no a Akt, al menos
de forma mantenida en el tiempo (24 h).
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Figura 6.24. El Na,WO, activa a ERK1/2 de forma mantenida en el tiempo, pero no tiene el mismo
efecto sobre Akt. Células Neuro2a fueron cultivadas en DMEM suplementadas con 0,5% (v/v) FBS en
ausencia o presencia de 1 mM Na,WO,. Se lisaron las células y se realizaron Western blots empleando
los extractos proteicos totales y anticuerpos especificos frente a ERK1/2 (A), Akt (B) y sus
correspondientes formas fosforiladas. Sobre las graficas se muestran membranas representativas de los
resultados obtenidos. Los datos se expresan como la media + S.E.M. (n=4). *p<0,05 comparado con las
células control no tratadas a tiempo 0 h; #p<0,05 comparado con las células control no tratadas a tiempo
24 h.

A la vista de estos datos, decidimos estudiar la influencia de estas quinasas
sobre la diferenciacién de Neuro2a. Para ello se prepararon cultivos celulares en
ausencia o presencia de PD98059 y LY294002 que son inhibidores de la activacion de
ERK1/2 y Akt, respectivamente. A continuacién se procedié a determinar el
porcentaje de células diferenciadas por recuento de neuritas.

Los resultados mostraron que, en condiciones basales, no se requeria la ruta
de Ras-Raf-MAPK/ERK para que se llevara a cabo la diferenciacién, pero si era
necesaria para que el Na,WO, ejerciera su efecto positivo sobre este proceso.
Cuando se inhibia la ruta de PI3K/Akt, se suprimia completamente la diferenciacién
(Figura 6.25).

Podemos concluir que para que el Na,WQ, pueda promover la diferenciacién
neuronal se necesita que la ruta de Ras-Raf-MAPK/ERK se encuentre activa y que la
ruta de PI3K/Akt no se encuentre inhibida.
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Figura 6.25. Las rutas de sefializacion Ras-Raf-MAPK/ERK y PI3K/Akt no deben estar inhibidas para
que el Na,WO, pueda ejercer su efecto positivo sobre la diferenciacion neuronal. Células Neuro2a se
incubaron en DMEM suplementado con 0,5% (v/v) FBS en ausencia o presencia de 1 mM Na,WO, [W] y
los inhibidores PD98059 y LY294002. (A) Las imagenes muestran un ejemplo representativo del estado
de los cultivos en los tiempos en que se realizaron los recuentos de neuritas. (B) Se realizé el recuento
de neuritas a las 0 y 24 h. Los datos se han expresado como el porcentaje de células que presentan
neuritas sobre el nimero total de células. Los resultados representan la media + S.E.M. (n=4). *p<0,05
comparado con células no tratadas sin inhibidores a las 24 h. #p<0,05 comparado con células tratadas
con Na,WO, y sin inhibidores a las 24 h.

113




114

Se ha descrito que la expresién de las proteinas durante la diferenciacién
celular estd controlada principalmente por los cambios en la sintesis de dichas
proteinas y no tanto por los niveles de degradacion (Kristensen et al., 2013). Puesto
que ya comprobamos que el Na,WO, favorece la diferenciacion de las células
Neuro2a en neuronas, decidimos estudiar qué ocurria con la sintesis de proteinas.

En este caso, las células tratadas con Na,WOQ, presentaron un incremento
significativo de este proceso en comparacion con el grupo control no tratado (Figura
6.26).

200 Figura 6.26. El Na,WO, incrementa la sintesis de
o proteinas en células Neuro2a. Las células se
hg) ] 150 cultivaron en DMEM suplementado con 10% (v/v)
5 ‘§ FBS en ausencia o presencia de 1 mM Na,WO,
590 durante 2 h. La sintesis de proteinas se determiné
o 2 1004 como se indica en 5.2.4.1. Los datos se han
g Ex’_ expresado en dpm/ug de proteina. Los resultados
'g g_ 50- representan la media * S.E.M. (n=8). *p<0,05
€T comparado con las células control no tratadas.
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6.3.2 El tungstato sédico protege frente a la muerte celular producida
por estrés oxidativo

El dafio generado en macromoléculas (lipidos, proteinas, DNA) como
consecuencia del estrés oxidativo es un factor comun presente en algunas de las
enfermedades neurodegenerativas de mayor prevalencia, como son la enfermedad
de Alzheimer, Parkinson, Huntington y esclerosis lateral amiotréfica (Niedzielska et
al., 2015).

En este sentido, decidimos abordar el estudio de como afecta el estrés
oxidativo a las células Neuro2a en cuanto a su viabilidad y el posible efecto paliativo
gue pudiera tener el Na,WO, sobre la muerte celular.

Para el estudio de la viabilidad de las células Neuro2a en presencia de H,0, se
realizaron ensayos MTT (ver 5.2.2.9). Cuando las células eran incubadas en presencia
de H,0,, observamos que transcurridas 48 h, mds del 75% de las células morian. Si la
incubacion se realizaba concomitantemente con Na,WO,, la mortalidad se revertia
de forma dosis dependiente hasta su prdctica desaparicion en el caso de la
concentracién mas alta ensayada, esto es, 1 mM Na, WO, (Figura 6.27). Por esta
razén elegimos dicha concentracidn para la realizacion del resto de experimentos de
esta seccion.
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Figura 6.27. El Na,WO, protege frente a la muerte celular producida por estrés oxidativo. Las células
fueron incubadas en DMEM suplementado con 10% (v/v) FBS [C] y en ausencia o presencia de 250 uM
H,0, [H] y concentraciones crecientes de Na,WQO, [W]. Se realizaron ensayos de MTT a las 0, 24 y 48 h.
Los datos se expresan como el porcentaje de células vivas referido al tiempo 0 h. Los resultados
representan la media + S.E.M. (n=6). *p<0,05 comparado con las células control no tratadas. #p<0,05
comparado con las células tratadas con 250 uM H,0,.

A la vista de estos resultados, cabia preguntarse si el efecto positivo del
Na,WO0, se debia a un potencial poder antioxidante, o bien a que en las células
cultivadas en presencia de Na,WQ, se desencadenaban una serie de procesos que les
permitian hacer frente al estrés oxidativo.

Para dirimir cudl de estas dos hipdtesis se ajustaba a la realidad,
comenzamos por realizar un ensayo de deteccidn de especies reactivas de oxigeno en
cultivos celulares con el compuesto 2’,7’-diclorofluoresceina diacetato (DCFDA) (ver
5.2.2.11). Se realizaron varias medidas a lo largo del tiempo y se comprobd que los
niveles de especies reactivas de oxigeno variaban de un modo similar respecto al
control tanto en las células tratadas Unicamente con H,0, como en aquellas tratadas
con la mezcla de H,0, y Na,WO, (Figura 6.28). Con este resultado, concluimos que los
efectos beneficiosos observados sobre la muerte celular debida al estrés oxidativo no
podian atribuirse a un supuesto poder antioxidante del Na,WOj,.
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Figura 6.28. La generacion de especies reactivas de oxigeno por parte del H,0, no es revertida en
presencia de Na,WO,. Las células fueron incubadas en DMEM sin FBS y suplementado con 250 uM H,0,
[H] y/o 1 mM Na,WO, [W] durante el tiempo en minutos que indican las leyendas de los histogramas.
Las células se tripsinizaron y se analizaron por citometria de flujo. En todos los casos se muestra el
histograma del control a tiempo cero como referencia. La figura muestra un resultado representativo de

los experimentos realizados (n=3).



Era el momento de plantearse qué mecanismos celulares estarian implicados
en la disminucion de la mortalidad.

Ante determinadas situaciones de estrés, la célula activa procesos de
autofagia como mecanismo de defensa degradando las proteinas y organulos que
puedan estar dafiados y que presentan alteraciones en su estructura y/o funcién. Si
el efecto de los agentes estresantes supera a la capacidad protectora del proceso de
autofagia, esta continda hasta producir la muerte de la célula. Este fenédmeno ocurre
en el caso del estrés oxidativo y, en concreto, cuando es generado por H,0, (Chen et
al., 2008).

Asi pues, nos decidimos a estudiar el efecto del Na,WQ, sobre la autofagia
producida por estrés oxidativo mediada por H,0,. Para ello transfectamos células
Neuro2a con un plasmido que presenta la secuencia codificante de la proteina
quimérica LC3-GFP que, como dijimos anteriormente, permite observar la formacion
de autofagosomas empleando un microscopio de fluorescencia. Los experimentos se
llevaron a cabo en presencia de bafilomicina Al que blogquea el paso de
autofagosomas a autolisosomas (ver 5.2.2.8).

El tratamiento con H,0, origind un incremento en la formacién de
autofagosomas; sin embargo las células tratadas simultdneamente con Na,WQ, y
H,0, mostraron una disminucién en dicho parametro (Figura 6.29)

Por otra parte, estd ampliamente descrito que el estrés oxidativo es un
mediador de la apoptosis (Buttke y Sandstrom, 1994) de modo que decidimos
estudiar dicho proceso.

La primera aproximacion consistié en observar la morfologia del nicleo tras
incubar las células en presencia de H,0, y/o tungstato tomando como referencia la
forma tipicamente redondeada de los nucleos en el grupo control no tratado. Para
ello se procedid a la tincidn de los nucleos con Hoechst y su posterior observacion en
el microscopio de fluorescencia.

En el caso de las células incubadas con H,0,, un elevado porcentaje de los
nucleos observados presentaban una morfologia céncava propia de la condensacién
de la cromatina en las etapas intermedias de la apoptosis (picnosis), mientras que
algunas de las células ya presentaban la fragmentacion del nicleo caracteristica de
las fases finales (cariorrexis). Por el contrario, en las células que habian sido tratadas
concomitantemente H,0, y Na,WO,, el nimero de células con una morfologia
nuclear anormal era significativamente menor (Figura 6.30). Ademas, las células
incubadas exclusivamente con Na,WOQO, no presentaban modificaciones en la forma
de sus nucleos respecto al grupo control no tratado.
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Figura 6.29. Regulacion de la formaciéon de autofagosomas por mediacién del Na,WO, en células
Neuro2a tratadas con H,0,. Los experimentos se realizaron como se describe en 5.2.2.8 y en presencia
de 100 nM bafilomicina Al. Las células se incubaron durante 30 min en ausencia [C] o presencia de 250
UM H,0, [H], 1 mM Na, WO, [W] y la mezcla de ambos [HW]. La formacidn de autofagosomas se analizd
mediante microscopia confocal de fluorescencia y se hizo un recuento de los puntos por célula. Los
resultados se expresan como la media + S.E.M. (n=4). *p<0,05 comparado con las células control no
tratadas; #p<0,05 comparado con las células tratadas con H,0,.
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Figura 6.30. El Na,WO, minimiza los cambios en la morfologia nuclear debidos al estrés oxidativo por
H,0,. (A) Las células Neuro2a se incubaron durante 24 h en DMEM suplementado con 10% (v/v) FBS y
en ausencia [C] o presencia de 250 uM H,0, [H], 1 mM Na,WO, [W] y la mezcla de ambos [HW]. A
continuacion se fijaron, se tifieron con Hoechst y se observaron en el microscopio de fluorescencia. Se
muestra un resultado representativo de los experimentos llevados a cabo. (B) Recuento del porcentaje
de ndcleos con morfologia apoptdtica. Los datos representan la media + S.E.M. (n=4). *p<0,05
comparado con las células control no tratadas. #p<0,05 comparado con las células tratadas con 250 uM
H,0,.
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La siguiente aproximacion que hicimos consistié en estudiar la apoptosis por
citometria de flujo usando yoduro de propidio (ver 5.2.2.12). Con este método
podemos obtener informacidon numérica sobre el porcentaje de células muertas por
apoptosis (region sub-G1) tras la incubacién en presencia de H,0, y comprobar si el
Na,WO, produce una disminucién en dicho porcentaje.

En esta ocasion, se ensayaron dos concentraciones distintas de H,0,: 250 y
500 uM. En los experimentos precedentes no se empled la concentracién mds alta
porque la muerte celular producida era tan drastica que hacia imposible la medida de
cualquier parametro. Sin embargo, puesto que en este experimento el interés radica
precisamente en conocer la variacion en el porcentaje de células que mueren, no
teniamos ningun problema para introducir el valor mas elevado en nuestras
condiciones experimentales.

El porcentaje de células muertas por apoptosis en el grupo control no tratado
se situaba en el 1,5%, mientras que en el caso de las células tratadas con 250 uM vy
500 pM H,0, los porcentajes alcanzaban valores del 8% y el 70%, respectivamente.
Por su parte, el Na,WQO, mostré una disminucion significativa de la muerte celular por
apoptosis en ambos casos (Figura 6.31)

Se pueden encontrar ejemplos que asocian el estrés oxidativo por H,0, con
la apoptosis dependiente de caspasas y, en concreto, con la activacion de la caspasa-
3 en diversos tipos celulares incluyendo el neuronal (Jiang et al., 2001; Kim et al.,
2000; Matsura et al., 1999). Con estos antecedentes decidimos abordar el estudio de
la activacién de la caspasa-3 por H,0, en las células Neuro2a y el posible efecto
inhibidor del Na,WO, sobre la misma.

En este sentido, se cultivaron las células en presencia de H,0, y se
procesaron las muestras a las tres y las seis horas. El analisis realizado por Western
blot con anticuerpos especificos frente a caspasa-3 mostraron un incremento
sustancial en los niveles de la forma activa de la proteina en comparacién con el
grupo control. Dicho fendmeno se veia paliado cuando las células eran incubadas
simultdaneamente con Na,WO, (Figura 6.32).
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Figura 6.31. El Na,WO, disminuye la muerte celular ocasionada por el estrés oxidativo. Las células
Neuro2a se incubaron en DMEM suplementado con 10% (v/v) FBS y en ausencia o presencia de 250-500
UM H,0, [H] y 1 mM Na,WO, [W] durante 24 h. A continuacién se analiz la apoptosis tardia mediante
citometria de flujo con yoduro de propidio. (A) Se muestra un resultado representativo de los
experimentos realizados. El nimero sobre cada segmento representa el porcentaje de la poblacién
celular en cada una de las etapas del ciclo celular. Las células muertas por apoptosis corresponden a la
region sub-G1. (B) Representacidon grafica de las células apoptdticas en las distintas condiciones
experimentales. Los resultados se expresan como la media = S.E.M. (n=3). *p<0,05 comparado con las
células control no tratadas; #p<0,05 comparado con las células tratadas con 250 pM H,0,; $¥p<0,05
comparado con las células tratadas con 500 uM H,0,.
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Figura 6.32. La activacion de la caspasa-3 por estrés oxidativo es revertida por el Na,WO,. Las células
Neuro2a se incubaron en DMEM sin FBS en ausencia [C] o presencia de 250 uM H,0, [H], 1 mM Na,WO,
[W] o ambos [HW]. Se lisaron las células a las tres y las seis horas y se realizaron Western blots
empleando los extractos proteicos totales y anticuerpos especificos frente a caspasa-3 y actina (n=4).

Son muchos los estudios que demuestran que la activacién de ERK1/2 tiene
un efecto antiapoptético en la célula; pero también existe un gran nimero de
articulos que exponen lo contrario, esto es, un papel proapoptético. Al parecer, el
que se produzca uno u otro efecto viene determinado fundamentalmente por el tipo
de estimulo que provoca la activacién de ERK1/2 y por el tejido que se estudie (Lu y
Xu, 2006).

Cuando se habla de Akt, en general se acepta que su activacion tiene un claro
efecto antiapoptdtico debido esencialmente a su capacidad de fosforilar e inhibir a
FoxO que, entre otros muchos, tiene la capacidad de inducir la transcripcion de genes
proapoptéticos (Zhang et al., 2011).

En relacién con todo ello, nos dispusimos a evaluar cuales eran los niveles de
fosforilacion de ERK1/2 y Akt en células Neuro2a en las que se inducia la apoptosis
por estrés oxidativo cuando se incubaban en presencia de Na,WOQO,.

Los resultados mostraron que tanto ERK1/2 como Akt presentaban menores
niveles de fosforilacion cuando las células se incubaban en presencia de H,0, que en
el caso del grupo control. Ademas, al cultivar las células en medio de cultivo
suplementado con H,0, y Na,WO, de forma concomitante, se recuperaban
parcialmente los niveles de fosforilacion de ambas quinasas (Figura 6.33).
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Figura 6.33. El Na,WO, revierte parcialmente la disminuciéon de los niveles de fosforilacion de ERK1/2
y Akt debida al estrés oxidativo por H,0,. Células Neuro2a se incubaron en DMEM suplementado con
10% (v/v) FBS y en ausencia [C] o presencia de 250 uM H,0,, 1 mM Na,WO, [W] o ambos [HW]. Se
lisaron las células y se realizaron Western blots empleando los extractos proteicos totales y anticuerpos
especificos frente a ERK1/2 (A), Akt (B) y sus respectivas formas fosforiladas. Sobre las graficas se
muestran membranas representativas de los resultados obtenidos. Los datos se expresan como la media
+ S.E.M. (n=4). *p<0,05 comparado con las células tratadas con H,0,.
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7 DISCUSION

El tungstato sédico es un compuesto que se ha descrito como un agente
hipoglucemiante oral. Fue referido como tal en los afios 1990 por el grupo de
investigacion del Profesor Guinovart en la Universidad de Barcelona (Barbera et al.,
1997; Barbera et al., 1994). Entre las propiedades que hacen de este compuesto un
atractivo agente hipoglucemiante esta, ademas de la via de administracién oral, una
baja o nula toxicidad (a diferencia de otros compuestos como los derivados del
vanadato) y la sencillez de su estructura quimica. Un dato muy relevante es que no
conduce a situaciones de hipoglucemia en respuesta al tratamiento, efecto
indeseable frecuente del tratamiento con insulina u otros hipoglucemiantes orales
(Barbera et al., 2001).

El grupo de investigacion del profesor Guinovart, demostré los efectos
hepaticos del tungstato sddico que conducen a la normalizacién de la glucemia tanto
en modelos in vivo (Barbera et al., 1994) como in vitro (Dominguez et al., 2003). Estos
efectos se resumen en el hecho de que el compuesto es capaz de incrementar la
captacion de glucosa por el higado, aumentando la actividad de la glucégeno sintasa
y disminuyendo la de la glucégeno fosforilasa y al mismo tiempo es capaz de reducir
la aportacion neta de glucosa hepatica al organismo inhibiendo la gluconeogénesis,
fundamentalmente a nivel de la PEPCK. Cabe sefialarse que estos efectos en modelos
animales se mantienen a largo plazo y que el tungstato sddico, al menos a través de
la normalizacion de la glucemia, tiene un claro efecto en la prevencién del sindrome
diabético tardio (Barbera et al., 2001)

Utilizando cultivos celulares de células CHO-K1 que sobreexpresan el
receptor de insulina, hepatomas y hepatocitos se ha demostrado que estos efectos
del tungstato sddico a nivel hepatico no se encuentran mediados por el receptor de
insulina ni por la vias clasicas de sefializacién de la insulina (Dominguez et al., 2003).
Asi, por ejemplo, el tungstato sédico no incrementa la autofosforilacidon del receptor
de insulina, la foforilacién del IRS-2 (insulin receptor substrate 2) o la activacion de
PKB/Akt. Por el contrario, a nivel hepatico se ha establecido inequivocamente que
uno de los efectos clave que median la accion del tungstato es la activacion de la via
de sefalizacion de MAP quinasas y en concreto el incremento de la fosforilacién y
activacion de MEK1/2 que a su vez es responsable de la activacidon de quinasas como
ERK1/2 responsables en gran medida de la accién del tungstato sddico. Inhibidores
de esta ruta como PD98059 claramente bloquean los efectos del tungstato sddico
(Dominguez et al., 2003). Asi, en tejido hepatico la activacién de ERK1/2 mediada por
tungstato produce un aumento en la fosforilacién y consiguiente inactivacién de la
glucdégeno sintasa quinasa 3B, lo que produce la regulacion del metabolismo del
glucégeno.

Mas recientemente, se ha demostrado que en hepatocitos en cultivo (Zafra
et al., 2013), el tungstato sddico ejerce su accidn a través de la activacion de una ruta
no candnica que implica a las proteinas G. En concreto, el uso de toxina Pertussis
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como un inhibidor de la subunidad Gai2 bloqued la activacion mediada por tungstato
sédico de Ras y la consecuente fosforilacion de ERK1/2. Este efecto se ha demostrado
también en células musculares lisas donde el tungstato ejerce un efecto
antihipertensivo (Fernandez-Marino et al., 2015).

Nuestro grupo de investigacion se ha centrado en los efectos del tungstato
sédico sobre la captacion de glucosa por tejidos periféricos como un segundo
mecanismo de mantenimiento de la homeostasis glucidica. Asi, resultados in vivo en
ratas diabéticas mediante la inyeccidn con estreptozotocina, indican que en gran
medida la disminucién de la captacion de glucosa por el musculo es normalizada por
el tratamiento con tungstato sdédico (Giron et al., 2003). Esta normalizacion es debida
a un doble mecanismo, un incremento en la expresidon del transportador insulina
dependiente GLUT4 y un aumento de su translocacién a la membrana plasmatica.
Por el contrario, el tungstato no modifica la expresién del transportador basal GLUT1
ni su localizacién en la membrana plasmatica, lo que justifica en parte que no
produzca episodios de hipoglucemia.

A nivel molecular, y utilizando para ello cultivos de miotubos L6 de rata
(Giron et al., 2008), se comprueba que el tungstato sddico mantiene esa accion dual
sobre el transportador GLUT4, incrementa su sintesis a nivel transcripcional y
favorece su translocacion a la membrana plasmatica por un mecanismo dependiente
de ERK1/2 y que se encuentra mediado por proteinas quinasas C atipicas y
fosfolipasa D. Por otra parte, la activacidn de la transcripcién del gen de GLUT4 por
tungstato se encuentra mediada por la modulacién de factores de transcripcion
tejido especificos, en concreto de la familia de MEF2 (myocyte enhancer factor 2).

En este punto es donde podemos decir que comienza la hipétesis de trabajo
y el desarrollo experimental de esta Tesis Doctoral. Si el tungstato sédico ejercia
efectos positivos sobre la captacién de glucosa por el musculo y ademas estos
efectos estaban mediados por vias de sefializacidn Unicas e independientes de la
insulina, éera posible que en musculo esquelético y en otros tejidos tuviera efectos
beneficiosos sobre otros parametros?

Hemos de pensar que es conocido desde hace tiempo (Mandel y Pearson,
1974), que la insulina y el IGF-1 tienen un claro efecto anabolizante sobre el musculo
esquelético y que son capaces de promover su diferenciacion desde mioblastos a
miotubos. Al mismo tiempo, son capaces de incrementar la sintesis proteica y
disminuir la degradacién de proteinas en este tejido (Ge et al., 2013).

Existen numerosas enfermedades que cursan con pérdida de masa muscular
e incluso, dentro del envejecimiento fisioldgico, la pérdida de masa muscular
asociada a la edad es un proceso inevitable. Enfermedades como cancer y la caquexia
asociada al mismo, infecciones, hospitalizaciones prolongadas, factores de estrés o
efectos secundarios asociados al tratamiento con determinados medicamentos como
corticoides se asocian con una acentuada pérdida de masa muscular y por tanto, son
susceptibles de una terapia farmacoldgica restauradora.



Las primeras pruebas de que el tungstato sddico era capaz de aumentar el
grado de diferenciacion de mioblastos se obtuvieron de la comprobacién mediante
microscopia de su efecto sobre la fusion de mioblastos a miotubos (Figura 6.1).
Células L6 incubadas con tungstato sédico mostraron un grado de fusidon de nucleos y
formacion de miofibras superior a las células control y similar al que se obtiene en
presencia de 50 nM insulina, dosis a la que esta ejerce acciones similares al IGF-1.
Esta mayor diferenciacién mediada por el tungstato sédico puede ser cuantificada
determinando la actividad creatina quinasa como marcador de diferenciacion
muscular (Figura 6.2). El tungstato sddico es capaz de incrementar la actividad
creatina quinasa muscular y este efecto es debido a un incremento en Ia
transcripcién desde su promotor.

Aunque hemos utilizado un sistema de cultivos celulares de mioblastos que
se diferencian a miotubos por una restriccion de suero, este sistema ha sido
ampliamente utilizado para estudiar procesos de diferenciacion muscular (Richler y
Yaffe, 1970), y las etapas por las que en estas células se da el proceso de
diferenciacion ha sido claramente establecido. Asi, se conoce que la expresion,
seriada y regulada en el tiempo de un conjunto de proteinas, actuando la mayoria de
ellas como factores de transcripcidon, conduce a la diferenciacién muscular. Un
esquema del patrén de tiempos de expresion de estos factores se muestra en la
Figura 7.1.
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Figura 7.1. Miogénesis de células satélite y marcadores de cada etapa. Tomado de Miller et al. (1999)
con modificaciones.

Nuestros resultados (Figura 6.4) muestran que el tungstato sddico aumenta
la diferenciacién muscular acelerando el proceso de tal manera que, a lo largo del
tiempo en presencia de tungstato sddico, se da una transicién mas rapida desde
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marcadores tempranos de diferenciacién hasta marcadores tardios. Dentro de estos
marcadores, el tungstato ejerce su accién fundamentalmente aumentando los
niveles de MEF2, en concreto MEF2D, y tiene menos efecto en los valores de MyoD
medidos mediante qPCR (datos no mostrados).

De estos resultados, se puede concluir que la familia de reguladores
transcripcionales MEF2, y en concreto MEF2D, es clave tanto en el incremento de la
captacion de glucosa por el musculo como en el proceso de diferenciacion muscular.
De hecho, cuando se realizan deleciones seriadas en el promotor de la creatina
quinasa (Figura 6.3) y se analiza el efecto del tungstato sddico como activador de la
transcripcién de este gen marcador de diferenciacidn, se observa que las secuencias
potenciadoras de unién a la familia MEF2 son esenciales para mantener el efecto
positivo del tungstato sobre la transcripcion de este gen. Por tanto, en este punto la
pregunta que debemos realizarnos es: écomo el tungstato sédico es capaz de
modular los niveles y la actividad de la familia MEF2?

La familia MEF2 es una familia de reguladores transcripcionales que
reconocen una secuencia especifica de DNA en los promotores de varios genes que
codifican para proteinas estructurales del musculo esquelético o que participan en la
diferenciacion muscular (Black y Olson, 1998). Asimismo, la funcién de MEF2 esta
relacionada con la supervivencia de las neuronas (Wang et al., 2005).

La regulacion de la funcién de MEF2 es compleja y ocurre a distintos niveles,
tales como expresidn especifica en tejidos (Kim et al., 2008), splicing alternativo del
pre-mRNA (Zhu et al., 2005), rotura proteolitica mediada por caspasas, modulacién
de su afinidad para unirse al DNA modulada por histonas desacetilasas y asociacion
con correguladores transcripcionales (Nebbioso et al., 2009). Ademas, la funcién de
MEF2 se ve afectada por modificacién covalente como fosforilacién (Li et al., 1992),
acetilacién, sumoilacién y/o ubiquitinacidn (Gregoire et al., 2006)

La fosforilacién de MEF2 ocurre en diferentes posiciones y por distintos
factores. Asi, la proteina quinasa A fosforila a MEF2 en el dominio de unién al DNA y
por tanto, regula la afinidad de MEF2 a la secuencia especifica de promotores de
distintos genes (Du et al., 2008). Otras proteinas quinasas que modulan la actividad
de MEF2 son ERKS5 (Kato et al., 2000), CDK5 o GSK3 (Wang et al., 2009).

En un primer paso hemos determinado el efecto del tungstato sddico
sobre la expresion de MEF2D, ya que previamente (Giron et al., 2008) habiamos
determinado que dentro de la familia de MEF2, es el miembro que presenta una
mayor respuesta al tungstato. Se observa que mientras que el tungstato sédico
produce claramente un incremento en la actividad transcripcional y cantidad de
proteina, no produce en paralelo un aumento en los niveles de mRNA (Figura 6.5).
Esto indica que el mecanismo de control mediado por tungstato es
postranscripcional.



En el caso de MEF2D, existen dos mecanismos postranscripcionales que
controlan su actividad: fosforilacion y sumoilacion. Ambos procesos son relevantes
para el control de la actividad transcripcional y ademas el ultimo esta implicado en el
control de la cantidad de proteina modulando su degradacién proteolitica. Un
esquema de estos sitios de modificacién se muestra en la Figura 7.2.

Dominio musculo

especifico
Dominio de unién Funcionreguladora
aDNA trans
MADS MEF2
| O O ®. =
121 190 439 444, pesfosforilacion

\_Y_) T T por calcineurina

Fosforilacién por PKA Sumoilaciéon  Fosforilacion
° En musculo esquelético por Cdks, HDAC4

Figura 7.2. Regulacion de la actividad de MEF2D por modificaciones covalentes: fosforilacion y
sumoilacion.

Puesto que el tungstato produce no sélo un incremento en la actividad sino
también en la cantidad de proteina, en primer lugar hemos estudiado el efecto del
compuesto sobre la sumoilacion de MEF2D. Experimentos de analisis de la
sumoilacion mediante Western blot (Figura 6.6), uso de inhibidores de la misma
(Figura 6.7) y mutagénesis dirigida K439A para eliminar el sitio de sumoilacién (Figura
6.8) apoyan la hipdtesis de que el tungstato sédico es capaz de incrementar los
niveles de MEF2D bloqueando el proceso de sumoilacion.

La sumoilacion de MEF2D se ha descrito (Gregoire et al., 2006) que esta
controlada en parte por el grado de foforilacién de serina en posicidén 444. Esta serina
ha sido descrito que es fosforilada por HDAC4 (histone deacetylase 4) y por Cdk5
estimulando la sumoilacidn, por el contrario la calcineurina (proteina fosfatasa 2B)
desfosforila este resto y bloquea la sumoilaciéon en la posicion 439 (Figura 7.2).
Nuestros experimentos mediante mutagénesis dirigida de esta serina indican que,
aunque su mutacién a acido aspartico simulando una fosforilacién permanente,
bloquea la activacion por tungstato, la mutagénesis a alanina permite que el
tungstato siga incrementando la actividad transcripcional, por lo que probablemente
existirdn otros mecanismos adicionales de regulacidn del grado de sumoilacion por
tungstato de MEF2D que permanecen por dilucidar. También, determinar si el
tungstato sddico bloquea la sumoilacién de otras proteinas clave que se regulan por
este mecanismo es una labor a completar.
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Otro punto de regulacion de la actividad transcripcional de MEF2D es la
fosforilacion en las posiciones S121 y S190. La elevacién de los niveles de cAMP a
través de la activacion de la proteina quinasa A (PKA) es capaz de regular numerosos
procesos celulares que incluyen la regulacién de la expresién génica. En musculo
tiene un claro efecto bloqueando la diferenciacién muscular (Li et al., 1992; Winter
et al., 1993) . Este efecto se ha descrito que en gran medida se debe a una inhibicion
de la actividad transcripcional en musculo de MEF2D (Du et al., 2008) mediada por la
fosforilacion por PKA de MEF2D, fundamentalmente en las posiciones 121 y 190. Es
importante destacar que este efecto de cAMP y la PKA son tejido especifico, ya que
en cerebro se produce el fendmeno contrario y la fosforilacion por PKA de MEF2D
conduce a su activacidn.

Hemos estudiado el efecto que la incubacién con tungstato sdédico, en
presencia o ausencia de analogos no hidrolizables del cAMP o en células
transfectadas con las subunidades cataliticas de la PKA, tiene sobre la actividad
transcripcional mediada por MEF2. Se observa (Figura 6.9) que ambos efectores
tienen efectos antagdnicos y que parte de los efectos del tungstato sédico en
musculo podrian ser debidos a una reduccidn de los efectos del cAMP en el proceso
de diferenciacién. Para corroborar esta hipdtesis, realizamos un estudio de
mutagénesis dirigida de los dos principales restos fosforilados por PKA en MEF2D, las
posiciones S121 y S190. En primer lugar es interesante sefalar que la actividad
transcripcional mediada por MEF2D S121A en condiciones basales fue
significativamente superior a la mediada por la forma silvestre del regulador
transcripcional, mientras que en condiciones basales la mutacidon en posicion 190
tuvo un efecto neutro sobre la transcripcién (Figura 6.10). Los resultados de
transcripcién mediada por estos mutantes en presencia de tungstato sédico indican
gue la posicidén 121 es esencial para el efecto mediado por el tungstato, su mutacién
a alanina aunque aumenta la transcripcion basal, bloquea el efecto de tungstato. Por
el contrario, la mutacion en posicién 190 a alanina es permisiva para mantener la
accion de nuestra molécula efectora. Por tanto, parece que a este nivel el efecto del
tungstato sddico se basa en prevenir la inhibicién de la transcripcidn producida por la
fosforilacién en posicion 121 por la PKA.

¢Como es capaz el tungstato sddico de prevenir esta fosforilacién? Una pista
se obtiene de trabajos previos que indican que en hepatocitos y en musculo liso, el
tungstato sddico actua a nivel de la activacién de una ruta no candnica que implica a
las proteinas G (Fernandez-Marino et al., 2015; Zafra et al., 2013). Por tanto,
decidimos cuantificar los niveles de cAMP en miotubos tras la incubacién con
forskolina como agonista de la sintesis de cAMP. Los resultados indican que mientras
que el tungstato no modifica los niveles basales de cAMP, si que tiene un efecto
significativo sobre los niveles de cAMP frente a un estimulo. (Figura 6.11).

Por tanto, hasta este punto, nuestra hipdtesis inicial se confirma. El tungstato
sédico es capaz de inducir la diferenciacién muscular y proteger esta diferenciacion
frente a situaciones que bloquean la misma como es el incremento de los niveles de



cAMP. No obstante, debemos considerar que un aspecto clave del funcionamiento
muscular es el recambio proteico del tejido y que un proceso de incremento de la
diferenciacion sin un aumento de la sintesis proteica y diminucién de la degradacién
de proteinas tendria efectos limitados a nivel fisiopatoldgico. Por ello, el siguiente
objetivo fue determinar el recambio proteico en células L6 diferenciadas. Para ello,
hemos estudiado dos modelos experimentales: células L6 diferenciadas en
condiciones basales y células L6 diferenciadas en las que se ha inducido una
degradacién proteica elevada mediante incubacion con dexametasona, un modelo de
degradacién de proteinas bien caracterizado.

La masa muscular viene determinada por el balance dindmico entre sintesis y
degradacién de proteinas (Weigl, 2012). Ambos procesos estdn conectados vy
regulados de tal manera que cuando se estimula la sintesis proteica se bloquea la
degradacién y viceversa. La quinasa mTOR (mechanistic target of rapamycin) juega
un papel central en regular esta sintesis y degradacion de proteinas. mTOR controla
la sintesis proteica mediante la fosforilacion de proteinas clave debajo de su via de
sefializacién, como es S6K1 (ribosomal protein S6 kinase 1) (Schakman et al., 2013;
Shimizu et al., 2011; Weigl, 2012; Winter et al., 2011). A su vez, la activacidn de la via
de sefializacién de PKB/Akt y de ERK1/2 da lugar a la fosforilacién de un represor de
MTOR, TSC (tuberous sclerosis complex), formado por dos unidades TSC1 y TSC2
(Winter et al., 2011). La fosforilacion de TSC2 en la treonina 1462 y la serina 939
mediada por PKB/Akt (Inoki et al., 2002) o en la serina 664 por ERK1/2 (Ma et al.,
2007) activa primero a mTOR y posteriormente a S6K1, como un regulador clave del
inicio de la traduccion (Orlova y Crino, 2010).

Por otra parte, la degradacién de proteinas esta mediada por dos rutas
altamente conservadas: la dependiente del sistema ubiquitina-proteasoma y la ruta
autofagica-lisosomal (Sandri, 2013). La ruta dependiente de ubiquitina es la
responsable de la degradacion de la mayoria de proteinas solubles y miofibrillas
musculares y, por tanto, su actividad se encuentra incrementada en musculo atréfico
debido al aumento de la expresién de ligasas de ubiquitina como atrogin-1 y MuRF1
(Sandri, 2013; Zhao et al., 2007). La autofagia también tiene un papel relevante en
musculo y origina la activacién coordinada de un conjunto de genes como LC3 vy
Bnip3 (Sandri, 2013). Ambas vias de degradacidon actian de manera coordinada a
través de una regulacién comun proporcionada por el factor de transcripcién FoxO3
(forkhead box 03). FoxO3 esta en condiciones basales fosforilado e inactivado por
PKB/Akt, pero cuando esta quinasa no esta activa se inhibe su represidn, se transloca
al nucleo e induce la expresion de MuRF-1 y atrogin-1, asi como de los genes
asociados a la autofagia (Mammucari et al., 2007; Zhao et al., 2007).

Una de las funciones contrastadas del tungstato sédico es su capacidad de
incrementar la fosforilacion de ERK (extracelular signal-regulated kinase) en varias
lineas celulares (Ballester et al., 2005; Dominguez et al., 2003; Giron et al., 2008;
Nocito et al., 2012; Zafra et al., 2013). Dicha fosforilacidon supone su activaciéon y esta
se ha relacionado con un incremento en el transporte de glucosa en cultivos de
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células de musculo esquelético (Giron et al., 2008) y con el cambio observado en el
contenido de glucégeno en cultivos primarios de hepatocitos de rata (Dominguez et
al., 2003).

En esta Tesis Doctoral, hemos puesto de manifiesto por primera vez que la
activacion de ERK por tungstato sédico en musculo esquelético es capaz de
incrementar la sintesis de proteinas por activacion de mTOR (mechanistic target of
rapamycin) y de disminuir la degradacion de proteinas por un bloqueo de la actividad
de FoxO3a. Ademas, la activacion de ERK promueve el recambio proteico en células
de musculo esquelético tratadas con dexametasona.

Numerosos estudios han demostrado que mTOR juega un papel crucial en la
regulacién de la sintesis de proteinas y la subsiguiente hipertrofia en musculo
esquelético (Komamura et al., 2003; Miyazaki et al., 2011; Spangenburg, 2009; Vyas
et al., 2002). El mecanismo de regulacion de la actividad de mTOR en musculo
esquelético que mejor se conoce es la ruta de sefializacion a través de insulina/IGF-1
(insulin-like growth factor 1). La administracion de IGF-1 exdgeno a miotubos en
cultivo (Vyas et al., 2002) origina un incremento en el tamafio de la célula muscular y
en el contenido total de proteinas. Sin embargo, en ratones en los que la sefializacidon
a partir de IGF-1 estd bloqueada por sobreexpresién de un receptor para IGF-1
dominante negativo, el musculo esquelético se hipertrofia en respuesta a sobrecarga
mecénica del mismo modo en que lo hace en ratones silvestres (Miyazaki et al., 2011;
Spangenburg, 2009). En este sentido, Miyazaki et al. (2011) demostraron que la
sefalizacidn a través del eje Ras-Raf-MAPK/ERK contribuye a la activacion de mTOR
durante la respuesta temprana a la sobrecarga mecanica.

Nuestro trabajo confirma este resultado. El tungstato sédico incremento la
sintesis de proteinas de un modo dosis dependiente (Figura 6.12). El efecto positivo
de este compuesto se debid a la fosforilacion de mTOR a través de la activaciéon de
ERK e inactivacion de TSC2 (tuberin). Ademas, el incremento de la sintesis de
proteinas detectado tras la activacién de ERK fue similar al obtenido por la activacién
de Akt (RAC-alpha serine/threonine-protein kinase). Por otra parte, los sustratos de
MTOR S6K1 (ribosomal protein S6 kinase), 4E-BP1 (eukaryotic translation initiation
factor 4E-binding protein 1) y elFAE (eukaryotic translation initiation factor E)
también se encontraban fosforilados en células tratadas con tungstato sddico o
insulina (Figura 6.13 y Figura 6.14).

Por tanto, hemos demostrado que la activacién de ERK en miotubos de rata
produce un efecto similar sobre la sintesis de proteinas y sobre el mecanismo
molecular subyacente a este proceso al obtenido a través de la fosforilacion de Akt.

Numerosas situaciones patoldgicas caracterizadas por la atrofia muscular
(sepsis, caquexia, ayuno, acidosis metabdlica, insulinopenia severa, etc.) estan
asociadas a un incremento en los niveles de glucocorticoides circulantes (Schakman
et al., 2013). En estas condiciones, la pérdida rapida de masa muscular se produce
principalmente debido a la degradacion de proteinas (Mammucari et al., 2007). En
este sentido, una serie de genes relacionados con el proceso de autofagia que se



inducen o reprimen de forma similar en distintos tipos de autofagia han sido
identificados y se denominan genéricamente en inglés como atrogenes (Komamura
et al., 2003; Lecker et al., 2004). Dichos genes estan sometidos a una regulacion
comun a nivel transcripcional en distintos tipos de atrofia lo que, en su conjunto,
conduce a una aceleracion de la degradacion de proteinas. En el musculo
esquelético, los glucocorticoides producen tanto una disminucién de la sintesis de
proteinas como un incremento de la proteolisis lo que indefectiblemente conduce a
la atrofia muscular (Lofberg et al., 2002).

Los efectos estimuladores de los glucocorticoides sobre la degradacion de
proteinas son el resultado de la activacidn de los sistemas ubiquitina-proteasoma vy
autofagia-lisosoma.

En el primer caso, los glucocorticoides inducen la expresion de varios
componentes del sistema ubiquitina-proteasoma como son la ubiquitina, atrogin-1y
MuRF1 (muscle-specific RING finger protein 1) (Bodine et al., 2001). La activaciéon de
la transcripcion de los genes que codifican para estas proteinas esta relacionada con
un incremento en los indices de ubiquitinizacion de proteinas y de degradacién
proteica (Schakman et al., 2013; Shimizu et al., 2011).

En el caso del sistema autofagia-lisosoma, se propone que el efecto de los
glucocorticoides se debe a un incremento de la conversién de LC3-I (microtubule-
associated protein 1 light chain 3) en su forma lipidada LC3-II, siendo esta ultima un
indicador de autofagia (Mizushima et al., 2010; Sanchez et al., 2014; Sandri, 2013;
Zhao et al., 2007).

Diversos estudios han puesto de manifiesto que la atrofia muscular es el
resultado de una serie de procesos activos que estdn coordinados
transcripcionalmente a través de la expresion de los factores de transcripcién FoxO
(Cho et al., 2010; Mammucari et al., 2007; Sanchez et al., 2014; Sandri, 2013; Zhao et
al., 2007). La fosforilacion de FoxO por Akt conduce a su inactivacién en el
citoplasma; sin embargo, la inhibicién de la ruta de sefializacién PI3K/Akt por los
glucocorticoides da lugar a la desfosforilacion de FoxO y su importacién hasta el
nucleo.

Genes implicados en la degradacién de proteinas, como ATROGIN1 o MURF-
1, se encuentran entre los mas fuertemente inducidos en diversas enfermedades que
conducen a la atrofia muscular, como se ha podido comprobar en experimentos con
microarrays (Komamura et al., 2003; Lecker et al., 2004). Dichos genes estan bajo el
control de los factores de transcripciéon FoxO.

En conjunto, toda esta informaciéon nos indica que el incremento de la
expresiéon de FoxO inducida por glucocorticoides activa un programa de transcripcion
de genes responsables de desencadenar la atrofia muscular.

En esta Tesis Doctoral, empleamos miotubos L6 incubados con
dexametasona como un modelo celular de degradacion de proteinas (Hong y
Forsberg, 1995; Zheng et al., 2010). Como cabia esperar, la dexametasona disminuyé
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la sintesis e incrementé la degradacion de proteinas validando asi nuestro modelo
(Figura 6.12).

Por otra parte, el tratamiento de los miotubos durante 24 h con
dexametasona dio lugar a la activacion de FoxO3a (Figura 6.15). Este fendmeno se
pudo comprobar con el uso de genes reporteros (luciferasa de luciérnaga) inducibles
por FoxO. También se confirmd la desfosforilacidon en extractos citoplasmaticos y su
incremento en extractos nucleares (Figura 6.15).

Ademas, se observd una correlacion entre el incremento en la actividad de
FoxO y una mayor actividad transcripcional dependiente del promotor de ubiquitina
asi como un incremento en los niveles de mMRNA de atrogin-1y MuRF1 (Figura 6.16).

Todos estos resultados sugieren que la expresién de las ligasas de ubiquitina
esta sometida a un control transcripcional mediado por la translocaciéon de FoxO al
nucleo.

La mayoria de los intentos para prevenir la atrofia muscular han empleado
IGF-1 o un compuesto anabdlico que estimule su expresion (Ge et al., 2013;
Schakman et al., 2013). Estudios realizados en lineas celulares de mioblastos como
L6E9, C2C12 y L6A1 sugieren que el efecto estimulador de IGF-1 sobre la proliferacién
celular y la sintesis de proteinas es mediada por las rutas de sefializacién de Ras-RAf-
MAPK/ERK y PI3K/Akt; sin embargo, es comunmente aceptado que el efecto
inhibidor de IGF-1 sobre la degradacién de proteinas estd mediada Unicamente por la
segunda de dichas rutas (Ge et al., 2013; Miyazaki et al., 2011; Winter et al., 2011).

Nosotros mostramos en nuestro estudio que el tungstato sddico, un
activador de la ruta de Ras-Raf-MAPK/ERK pero no de PI3K/Akt, previene los efectos
potenciadores de la dexametasona sobre la degradacion de proteinas. De hecho, las
células que fueron incubadas previamente con tungstato sddico presentaban una
disminucién en la actividad de FoxO3a, un incremento de la forma fosforilada en el
citoplasma y una disminucién de su expresion en el nucleo al ser incubadas con
dexametasona (Figura 6.15).

Estos efectos del tungstato sédico se tradujeron en una menor actividad
dependiente de ubiquitina y una reduccién de los niveles del mRNA de atrogin-1 vy
MuRF1 asi como de la expresion de las respectivas proteinas hasta los niveles del
grupo control (Figura 6.16). Ademas, el tungstato sddico por si solo no produjo
cambios en la actividad de FoxO3a o en la expresidon de sus dianas moleculares.
Debemos decir que, aunque se ha descrito que la activacién de ERK1/2 conduce a un
incremento en la expresidon de ubiquitina (Zheng et al., 2010), este efecto no se ha
observado en nuestro estudio.

Nuestros hallazgos también muestran que el tungstato sédico tiene Ia
capacidad de reducir la formacién de autofagosomas y la expresién de la forma
lipidada de LC3 en las células que son tratadas con dexametasona (Figura 6.17 y
Figura 6.18). Ademas, el tungstato sddico disminuye la degradacion de p62/SQSTM1
(sequestosome 1), uno de los sustratos especificos que se degradan a través del



sistema autofagia-lisosoma (Figura 6.17) (Komatsu e Ichimura, 2010; Mizushima et
al., 2010), y reduce los niveles de mRNA de Bnip3 (BCL2/adenovirus E1B 19 kDa
protein-interacting protein 3), un gen relacionado con la autofagia cuya expresion
esta bajo el control de FoxO3a (Sanchez et al., 2014; Shimizu et al., 2011), hasta los
niveles del grupo control (Figura 6.19). Estas observaciones apuntan hacia la
implicacion de la autofagia como un mecanismo adicional por el que el tungstato
sddico previene la degradacion de proteinas.

En conclusidn, la activacion de la ruta Ras-Raf-MAPK/ERK por el tungstato
sédico previno la disminucién en la sintesis y el incremento en la degradacién de
proteinas inducidas por la dexametasona en nuestro modelo de estudio celular. De
acuerdo con nuestros resultados, proponemos que el tungstato sddico puede ser
considerado una alternativa a IGF-1 y sus andlogos en la prevencién de la atrofia del
musculo esquelético.
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Figura 7.3. Regulacion del recambio proteico en musculo esquelético.

El tungstato sédico tiene un efecto beneficioso promoviendo |Ia
diferenciacion de células musculares, un efecto protector en la diferenciacién frente
a la elevacidn de los niveles de cAMP y aun mas relevante, es capaz de normalizar el
recambio proteico. Todos estos efectos estdn mediados por la via de sefializacién de
MAP quinasas y por el factor de transcripcion MEF2D. La expresién de la familia
MEF2, no solo es relevante en musculo sino que también tiene un papel destacado
en tejido nervioso.
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Los miembros de esta familia juegan un papel relevante en el desarrollo y la
supervivencia neuronal. La expresion de determinadas isoformas de MEF2 es
necesaria para el desarrollo y supervivencia de neuronas en el cerebro (Gong et al.,
2003; Mao et al., 1999; Tang et al., 2005) y se han implicado en el desarrollo de
neuronas corticales (Liu et al., 2003). Asi mismo, esta familia de factores
transcripcionales es activada por vias de sefializacién que regulan la supervivencia y
la apoptosis neuronal. Por ejemplo, en neuronas tanto p38 MAP quinasa (Mao et al.,
1999), como ERK5 y PKA (Kato et al., 1997; Wang et al., 2005) activan la
funcionalidad de MEF2 y aumentan la supervivencia celular.

Ademas, se ha descrito que el tungstato sddico es capaz de inhibir la
fosforilacién de la proteina tau mediada por GSK3 (Gomez-Ramos et al., 2006) y que
dicho efecto, que podria tener un papel neuroprotector frente Alzheimer, estd
mediado por la via de sefializacién de ERK. Este hecho, junto con el papel relevante
de MEF2 en la supervivencia neuronal, nos ha llevado a extender los estudios del
efecto diferenciador y de supervivencia del tungstato sédico a la linea de
neuroblastos Neuro2a, una linea celular considerada un modelo bien establecido
para el estudio de la diferenciacion neuronal, crecimiento de neuritas (Park et al.,
2015; Wu et al., 2009; Yanaka et al., 2007) y neurotoxicidad (Arsenault et al., 2014).

La formacién de neuritas es una etapa esencial en el desarrollo neuronal para
permitir la formacion de sistemas funcionales interconectados (Read y Gorman,
2009). Asi mismo, es crucial para la plasticidad neuronal (Hrvoj-Mihic et al., 2013) y la
regeneracion en aquellos tipos de neuronas en los que fendmeno tiene lugar (Schiwy
et al., 2009). Las bases moleculares que rigen la formacién de neuritas son conocidas
e implican la activacién de ERK1/2 (Wang et al., 2011a; Wang et al., 2011b) y de
PKB/Akt (Chong et al., 2012; Park et al., 2015; Read y Gorman, 2009). A su vez,
ambas rutas de sefalizacion celular promueven la activacion de factores de
transcripcién entre los que destaca la familia de MEF2. La sobreexpresion de esta
familia en las etapas de desarrollo del cerebro (Chan et al., 2015; Li et al., 2008;
Rashid et al., 2014) controla procesos celulares que incluyen supervivencia,
diferenciacidon, morfogénesis y apoptosis (McKinsey et al., 2002; Wang et al., 2005).
Por tanto, la posibilidad de manipular la sefializacién mediada por ERK y MEF2
utilizando pequefias moleculas permeables a la barrera hematoencefdlica es una
hipdtesis atractiva para el tungstato sodico.

Para demostrar esta hipdtesis, en primer lugar estudiamos los efectos del
tungstato sddico sobre la proliferacion de la linea celular Neuro2a (Figura 6.20-B). El
tratamiento con tungstato sddico produjo un efecto significativo disminuyendo la
proliferacién celular a las 48 horas de incubacidn. Este resultado es importante ya
que la linea celular Neuro2a es una linea de neuroblastos de rapido crecimiento y por
tanto nuestro resultado parece indicar que el tungstato no ejerce un efecto pro-
proliferativo no deseado.

A continuacidn, investigamos si el tungstato inducia la diferenciacion de
neuritas. Para ello se analizaron cambios morfoldgicos en las células Neuro2a a las 24



y 48 h de incubacidn con tungstato sédico. Como se observa en la Figura 6.20-C, la
mayoria de las células no tratadas muestran una forma redondeada mientras que el
tungstato incrementa significativamente la formacién de neuritas. La diferenciacion
de las células Neuro2a se confirmd midiendo la actividad y la expresion de
acetilcolinesterasa (Bigbee et al., 2000), observandose que los cambios en la
actividad enzimatica eran paralelos a los de cantidad de enzima (Figura 6.21-A).

Estos resultados sugieren que el efecto del tungstato sddico sobre las células
Neuro2a estd basado principalmente en promover la elongacién de las neuritas mas
gue en aumentar su proliferacién celular. Ademas, se ha propuesto que un aumento
en sus niveles de diferenciacién podria constituir un marcador en la mejora de la
formacidon de memoria a largo plazo (Dickey et al., 2004) y, por tanto, justificaria el
gue se elucidaran las bases moleculares subyacentes en el proceso de diferenciacién
neuronal mediado por tungstato.

Los neuroblastos cuando se diferencian pueden dar lugar a diversos tipos
neuronales, entre ellos neuronas dopaminérgicas (Volpicelli et al., 2004; White y
Thomas, 2012) y colinérgicas (Butcher et al., 1992). Para conocer qué tipo de
neurona se estaba formando en nuestro caso, se midié por qPCR la expresion de
genes que se usan como marcadores moleculares del tipo neuronal. Nuestros
resultados muestran que las células incubadas en presencia de tungstato sddico se
diferencian en neuronas colinérgicas ya que se observa un aumento en la expresion
de colina O-acetiltransferasa y no en tirosina hidroxilasa y/o Nurrl, marcadores estos
ultimos de neuronas de tipo dopaminérgico (Figura 6.21-B).

En enfermedades neurodegenerativas, ciertas poblaciones neuronales
adultas mueren gradualmente. Los factores de transcripcién de la familia MEF2
juegan un papel muy importante en la supervivencia de diferentes tipos de neuronas
(McKinsey et al., 2002; Wang et al., 2005) y, de hecho, en modelos celulares la
inhibicién de MEF2 contribuye a la muerte celular (Yang et al., 2009). Por esta razon,
el aumento de la expresién y actividad del factor de transcripcion MEF2D por
tungstato sddico (Figura 6.22) seria indicativo del papel del compuesto, no solo en la
diferenciacidon neuronal (Lam y Chawla, 2007), sino también en la supervivencia de
estas células (McKinsey et al., 2002; Wang et al., 2005). En este sentido, nos ha
parecido interesante profundizar en el mecanismo mediante el cual el tungstato
sodico aumenta la actividad de MEF2D.

Esta descrito que una forma de proteger a las neuronas de la degeneracién
es mediante un proceso de autofagia mediado por chaperonas (Yang et al., 2009) y
gue este proceso regula la actividad de MEF2D en neuronas. Este factor de
transcripcién se transloca del nucleo al citoplasma donde interacciona con la
chaperona Hsc70 (heat shock 70 kDa protein 8) y es degradado. También se conoce
que la ausencia de suero bovino fetal en el medio induce este mecanismo de
autofagia mientras que el NH,Cl lo inhibe por una disminucién del pH que afecta a la
actividad de las hidrolasas lisosomales que participan en la Ultima etapa de la
degradacién proteica.
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Para el estudio de este proceso hicimos uso de una proteina quimérica en la
que MEF2D se expresa como una proteina de fusion con la proteina verde
fluorescente. De este modo, podiamos conocer la localizacion celular de la proteina
por microscopia confocal de fluorescencia (Figura 6.23). Nuestros resultados ponen
de manifiesto que, cuando las células fueron incubadas con tungstato sddico, la
distribucion de MEF2D-GFP es fundamentalmente nuclear. La permanencia durante
mas tiempo de MEF2D en el nucleo impediria su degradacién por autofagia mediada
por chaperonas y, de este modo, se explicaria el incremento en la actividad de este
factor de transcripcion.

Una vez demostrado cémo el tungstato sédico participa en la diferenciacion y
supervivencia de las neuronas a través de un aumento en la expresién de MEF2D,
habia que establecer si su mecanismo de accién estd basado en una activacién de
ERK1/2, como ya ha sido descrito en otras lineas celulares (Giron et al., 2008).

Para que las neuronas se diferencien es necesaria la activacion tanto de la via
de Akt (Lee et al., 2015; Qiao et al., 2012) como de ERK1/2 (Wang et al., 2011a).
Como punto adicional, una serie de estudios ha puesto de manifiesto que para que
se produzca la diferenciacion neuronal, la activacion de ERK1/2 debe ser mantenida
en el tiempo (Li et al., 2006; Marshall, 1995). El estudio de la fosforilacion de ambas
guinasas en cultivos celulares que habian sido incubados en presencia de tungstato
sodico durante 24 h puso de manifiesto que nuestro compuesto si promovia la
fosforilacion de ERK1/2 de forma mantenida, pero no tenia ningin efecto sobre la
fosforilacion de Akt (Figura 6.24). Es importante destacar, por tanto, que la accion del
tungstato sddico es relevante no sélo por su capacidad de activar ERK1/2, sino por
hacerlo en un marco de tiempo adecuado que favorece la diferenciacién neuronal y
bloquea la proliferacién (Ebisuya et al., 2005).

Para complementar este estudio y concluir que el efecto del tungstato sobre
la regulacion de la formacion de neuritas estd mediado por la activacion de ERK1/2,
se incubaron células Neuro2a con inhibidores de la activacién de las rutas de
sefializaciéon mediadas por Akt y ERK1/2 antes de adicionar tungstato sddico al medio
de cultivo (Figura 6.25). En condiciones basales se observa que para que se lleve a
cabo la diferenciacién no se requiere la ruta de Ras-Raf-MAPK/ERK, pero esta si era
necesaria para que el tungstato ejerciera su efecto positivo sobre este proceso. Sin
embargo, para que las células se diferenciaran, era obligatorio que la ruta de
PI3K/Akt no estuviese bloqueada. Por tanto, el tungstato media la diferenciacién
neuronal a través de la activacion de la ruta de Ras-Raf-MAPK/ERK siempre que la
ruta de PI3K/Akt no se encuentre inhibida.

La siguiente cuestién que abordamos fue comprobar si el tungstato sddico
estaba implicado en la sintesis de proteinas en neuronas ya que estd descrito que la
expresién de proteinas necesarias para la diferenciacion neuronal esta regulada
principalmente por cambios en la sintesis de las mismas (Kristensen et al., 2013). La
Figura 6.26 ratifica que el tungstato sédico aumenta significativamente la sintesis de
proteinas con respecto a las células no tratadas. Muy probablemente, los



mecanismos por los que el tungstato sédico incrementa la sintesis proteica en las
células Neuro2a sean similares a los que permiten que ejerza esta misma accion en
musculo y, por tanto, basados en una activacion de mTOR; no obstante, son
necesarios nuevos experimentos que confirmen este extremo.

Teniendo todas las precauciones necesarias, ya que los experimentos se han
llevado a cabo en cultivos de lineas celulares establecidas y necesitaran su
confirmacidn en cultivos primarios de neuronas, podemos concluir que el aumento
en la formacién de neuritas mediada por nuestro compuesto se lleva a cabo
mediante el aumento en la sintesis proteica y la inhibicion de la degradacion del
factor de transcripcion MEF2D. Ademas, esta accion puede favorecer la plasticidad
neuronal.

Una segunda parte del estudio en neuronas ha sido estudiar si el tungstato
sodico protege frente a la muerte celular producida por estrés oxidativo y, en
consecuencia, plantearnos un posible efecto neuroprotector del mismo.

El estrés oxidativo es un componente comun presente en algunas de las
enfermedades neurodegenerativas de mayor prevalencia (Niedzielska et al., 2015).
Un modelo ampliamente utilizado para reproducir el daifo oxidativo en cultivos
celulares consiste en incubar las células con perdxido de hidrogeno (Kwon et al.,
2015; Li et al., 2015; Rabelo et al., 2015). Este modelo permite mimetizar el efecto
que tiene sobre la viabilidad celular la incubacién con moléculas neurotdxicas como
el péptido B-amiloide, ya que el mecanismo de accién de muchos de estos
compuestos es la generacién intracelular de radicales libres de oxigeno.

El primer paso consistio en un estudio de viabilidad celular en el que las
células Neuro2a se incubaban al mismo tiempo con peréxido de hidrégeno vy
concentraciones crecientes de tungstato sddico. Se observa que el tungstato sddico
(Figura 6.27) tiene un efecto dosis-respuesta atenuante sobre la muerte celular
producida por peréxido de hidrégeno.

¢A qué se debe este efecto? ¢El tungstato sddico es capaz simplemente de
neutralizar el efecto pro-oxidativo del peréxido de hidrégeno debido a una capacidad
antioxidante? ¢O existe otro mecanismo mas complejo molecular subyacente
responsable de su efecto?

Si el tungstato sdédico actua como un agente antioxidante clasico seria
interesante, pero aun lo seria mas si ejerciera su efecto neuroprotector bloqueando
rutas de seializacion especificas y que se haya descrito que estén involucradas en la
defensa frente a procesos neurodegenerativos. Por ello, en primer lugar hemos
determinado el efecto del tungstato sédico sobre la generacion de radicales libres
inducidos por la incubacion con perdxido de hidrégeno. Para ello (Figura 6.28),
hemos utilizado una sonda fluorescente sensible a radicales libres (DCFDA) vy
analizado mediante citometria de flujo la generacion de radicales libres
intracelulares. Los resultados indican que el tungstato sddico no tiene capacidad de
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disminuir la generacién de radicales libres dentro de la célula y que por tanto su
mecanismo de accidn debe de ser diferente.

La cuestidn por tanto es conocer qué mecanismos moleculares son activados
por el tungstato sddico para prevenir la muerte celular. Ante situaciones de estrés, la
autofagia actia como mecanismo de defensa degradando las proteinas y organulos
gue puedan estar dafiados-oxidados. Si el efecto de los agentes estresantes supera a
la capacidad protectora del proceso de autofagia, esta continla hasta producir la
muerte de la célula. Este fendmeno ocurre en el caso del estrés oxidativo y, en
concreto, cuando es generado por perdxido de hidrégeno (Chen et al., 2008).

Hemos medido el efecto del tungstato sddico sobre la autofagia inducida por
peréxido de hidrogeno (Figura 6.29), los resultados indican que el incremento de
autofagia inducido por este compuesto es significativamente reducido por el
tungstato sddico. De nuevo, podriamos pensar que las bases moleculares de este
efecto podrian ser similares a las descritas por nosotros para el tungstato sédico en
musculo frente a una induccion de la autofagia por dexametasona.

El estrés oxidativo inducido por perdxido de hidrégeno, ademas de la
autofagia, induce la apoptosis (Buttke y Sandstrom, 1994; Matsuzawa e Ichijo, 2008).
La apoptosis es un tipo de muerte celular controlada por un complejo entramado de
rutas de sefializacion (Hotchkiss et al., 2009; Kam y Ferch, 2000). Las células que se
encuentran en esta situacién, muestran una serie de caracteristicas propias a nivel
morfoldgico y molecular como son la condensacidon de la cromatina, que origina
cambios en la morfologia del nucleo, y la fragmentacion del DNA (Ghibelli et al.,
1995). Puesto que autofagia y apoptosis se presentan en condiciones de estrés
oxidativo y habiamos comprobado que el tungstato sédico presentaba un efecto
inhibidor sobre la primera, decidimos evaluar su papel sobre la segunda, esto es, la
apoptosis.

Para ello, en primer lugar se abordd el estudio de la morfologia nuclear. Un
elevado porcentaje de las células que habian sido cultivadas en presencia de
perdxido de hidrégeno presentaban un nucleo de forma céncava que es propio del
estado de apoptosis. Cuando al medio de cultivo se afiadia tungstato sddico de forma
simultanea, el porcentaje de células con dicha morfologia era significativamente
menor (Figura 6.30).

Como hemos comentado, otro evento que se produce en las células cuando
entran en apoptosis es la fragmentacion del DNA. En realidad, es este fendmeno el
que origina los cambios en la morfologia nuclear (Tounekti et al.,, 1995).
Habitualmente, la fragmentacion de DNA, se estudia por electroforesis en geles de
agarosa si bien el analisis por citometria de flujo resulta mds conveniente cuando se
desea cuantificar el porcentaje de células apoptéticas dentro de una poblacién.

A la hora de abordar estos experimentos, se consideré emplear una dosis
mayor de perdxido de hidrégeno de la que veniamos usando hasta el momento ya
que, aunque 250 uM desencadena los mecanismos moleculares que conducen a la



muerte celular, esta no es notoria hasta transcurridas 48 h. Usando el doble de dosis,
el porcentaje de células Neuro2a muertas por apoptosis a las 24 h aumentaba
considerablemente. En estas condiciones, el cultivo concomitante con perdxido de
hidrégeno y tungstato sédico condujo a una disminucidn significativa de la muerte
celular (Figura 6.31).

Por otra parte, se conoce que, en condiciones normales, en torno al 2% del
oxigeno consumido por la mitocondria genera especies reactivas de oxigeno (ROS)
debido al funcionamiento de la cadena transportadora de electrones (Circu y Aw,
2010). Ante determinadas situaciones de estrés, se puede incrementar la cantidad de
radicales libre generados por la mitocondria lo que puede conducir al dafio de este
organulo (Orrenius, 2007). La lesion de la mitocondria por ROS provoca la
permeabilizaciéon de su membrana y la salida al exterior de proteinas proapoptodticas.
Entre ellas destaca el citocromo ¢ que desencadena la muerte celular por una via
dependiente de caspasas cuyo ultimo efector es la caspasa-3 (Zhuang et al., 1999).
Esta es la que se conoce como via intrinseca de |la apoptosis y sobre ella decidimos
estudiar el papel del tungstato sédico.

Experimentos de Western blot pusieron de manifiesto que, cuando las células
Neuro2a eran incubadas con perdxido de hidrégeno, la forma activa de la caspasa-3
se incrementaba notablemente (Figura 6.32). Esta situacion era revertida cuando en
el medio de cultivo también se anadia tungstato sédico. Asi pues, podemos concluir
que el efecto protector del tungstato sddico frente a la apoptosis mediada por estrés
oxidativo puede estar relacionado con el mantenimiento de la integridad de la
mitocondria ya que se ven disminuidos los efectos de la caspasa efectora. Para un
conocimiento mas completo de los efectos del tungstato sobre la apoptosis, son
necesarios nuevos experimentos que profundicen sobre esta via asi como sobre la
llamada via extrinseca.

Por otra parte, el proceso de apoptosis también se encuentra regulado por
las rutas de sefializacion de Ras-Raf-MEK/ERK y PKB/Akt. Estd establecido que la
activacion de la segunda tiene un efecto antiapoptético, mientras que la activacion
de ERK tiene un papel dual en funcién de la situacion fisiopatoldgica y del tipo de
estimulos estudiados (Lu y Xu, 2006; Zhang et al., 2011). Como hicimos en ocasiones
anteriores, estudiamos los niveles de las quinasas ERK1/2 y Akt en una situacion de
estrés oxidativo mediado por perdéxido de hidréogeno, asi como los efectos del
tungstato sddico sobre ellos.

En ambos casos, la incubacidon de las células Neuro2a con perdxido de
hidrégeno durante treinta minutos origind una disminucidn de los niveles de
fosforilacién de estas proteinas respecto al grupo control. Dicha disminucidn se vio
revertida parcialmente por la presencia de tungstato sédico en el medio de cultivo
(Figura 6.33). Si bien el efecto sobre ERK1/2 podia ser esperado, los experimentos
previos han demostrado que el tungstato sédico no activa Akt y en esta ocasidn,
observamos que los niveles de fosforilacion se recuperan en parte. Con este
resultado concluimos que el tungstato sédico reprime la apoptosis reactivando dos
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vias de sefializacion antiapoptéticas, aunque es conveniente realizar nuevos ensayos
para conocer en detalle el mecanismo por el que se ve implicada la via de PKB/Akt.

En resumen, el tungstato sédico presenta un notable efecto neuroprotector
frente a la apoptosis desencadenada por estrés oxidativo inducido por perdxido de
hidrégeno. Para conseguir este efecto se produce una recuperaciéon de la
sefializacion a través de las vias de ERK y Akt, asi como una inactivacion de la via
intrinseca de la apoptosis.



CONCLUSIONES

El tungstato sodico favorece la diferenciacion de mioblastos L6 en
miotubos. Esto es debido a que el tungstato produce una rapida
modificacidn de los niveles de expresion de los MRF (myogenic regulatory
factors) y a un aumento de la expresion de MEF2D ya inhibe su
sumoilacion y degradacién. Al mismo tiempo, antagoniza la inhibicion de
MEF2D por la fosforilacién dependiente de cAMP.

El tungstato sddico incrementa la sintesis y previene la degradacion de
proteinas en miotubos L6. Este efecto radica en la activacién de la
quinasa mTOR vy la inhibicién de los factores de transcripcidn FoxO;
ambos fendmenos mediados por la activacién de ERK1/2.

El tungstato sédico induce la diferenciacion de células Neuro2a en
neuronas de tipo colinérgico. Para que este fendmeno se produzca es
necesario al menos la no inhibicion de la via de Akt, la activacidon
mantenida de la quinasa ERK1/2 y la induccién del factor de transcripcion
MEF2D.

La muerte celular inducida por estrés oxidativo en células Neuro2a es
paliada en presencia de tungstato sddico. En este sentido, tanto los
procesos de autofagia como de apoptosis se ven atenuados. Las quinasas
Akt y ERK1/2 pueden tener un papel relevante en este efecto ya que sus
niveles de fosforilacién se recuperan parcialmente por efecto de la
incubacién con tungstato sédico.
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