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La paraplejía espástica hereditaria agrupa un conjunto de desórdenes 

neurodegenerativos caracterizados por espasticidad y rigidez muscular. Todos ellos 

están relacionados clínica y patológicamente con problemas en el desarrollo axonal 

del tracto corticoespinal y las columnas dorsales de la médula espinal. 

Hasta la fecha se han descrito 77 genes asociados a esta enfermedad. Sus 

mutaciones afectan a diversas funciones celulares como el transporte intracelular, 

la función mitocondrial o el metabolismo lipídico, entre otras. Entre estos genes se 

encuentra CPT1C. 

 CPT1C es una carnitina palmitoil transferasa que se encuentra localizada en el 

RE de neuronas. A diferencias del resto de CPTs, CPT1C no presenta actividad 

catalítica pero mantiene la capacidad de unir malonil-CoA. El malonil-CoA es un 

intermediario en la síntesis de ácidos grasos, y sus niveles varían según el estado 

energético de la célula. Recientemente se ha sugerido que CPT1C podría ser un 

sensor de malonil-CoA y regular la función de otras proteínas. 

Entre las posibles proteínas interactoras de CPT1C se encuentra la protrudina.  

Se ha descrito el papel de la protrudina en el transporte y desarrollo axonal, pero 

no cuál es su mecanismo regulador. En esta tesis proponemos que CPT1C podría 

interaccionar con protrudina y, mediante la unión a malonil-CoA, regular el 

transporte y desarrollo axonal. Para ello se han realizado dos aproximaciones. En 

primer lugar se ha estudiado la implicación de CPT1C en el crecimiento axonal y 

dendrítico en neuronas corticales procedentes de embriones de ratones WT y KO 

CPT1C. En segundo lugar se ha estudiado la interacción de CPT1C con protrudina 

y su papel en la localización y transporte de endosomas tardíos en células HeLa. 

En ambas aproximaciones se ha estudiado la influencia de la unión de malonil-

CoA a CPT1C. 

Los resultados obtenidos demuestran que CPT1C es necesaria para el correcto 

crecimiento axonal y ramificación dendrítica dependiendo de su unión a malonil-

CoA.  



 

 

En este trabajo hemos podido demostrar además la interacción de CPT1C con 

protrudina, y describir su papel en la regulación de la localización y transporte de 

LEs, función que se encuentra regulada por la unión de malonil-CoA.  

En el presente trabajo de Tesis Doctoral, se intenta avanzar en la comprensión 

del papel que juega CPT1C en la paraplejía espástica hereditaria.  
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ACC Acetil-CoA carboxilasa 

ACS Acil-CoA sintasa 

AD Autosómica dominante 

AGCL Ácido graso de cadena larga 

AGS Ácido graso sintasa 

AICAR  5- Aminoimidazol-4 carboxamida 1-β-D-ribofuranosido 

AMP Adenosina monofosfato 

AMPK Proteína quinasa activada por AMP 

ATL-1 Atlastina-1 

ATP Adenosina trifosfato 

CACT Carnitina acilcarnitina transferasa 

CAT Carnitina acil transferasa 

CFP Proteína cian fluorescente 

CoA Coenzima A 

CPT Carnitina palmitoil transferasa 

CrAT/CAT Carnitina acetiltransferasa 

CrOT/COT Carnitina octanoiltransferasa 

DRG Ganglios de la raíz dorsal 

ECV Vesículas portadoras de endosomas 

EE Endosomas tempranos  

EV Vector vacío 

FFAT Difenil alanina en el tramo acídico 

FRET Transferencia de energía por resonancia fluorescente 

FYCO Proteína recombinante con dominio FYVE y CC 

GFP Proteína verde fluorescente 

GSK3 Glicógeno sintasa quinasa-3  

IF Inmunofluorescencia 

ILV Vesículas intraluminares 

KIF Kinesina 

KO CPT1C Animal deficiente de CPT1C 
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LAMP Proteína de membrana asociada a lisosoma 

LC3 Cadena ligera 3 de la proteína asociada a microtúbulos 

LCR Región de baja complejidad 

LD Cuerpos lipídicos 

LDL Lipoproteína de baja densidad 

LE Endosoma tardío 

mTOR Diana de rapamicina en células de mamíferos 

MVB Cuerpos multivesiculares 

ORP1L Proteína de unión a colesterol 

PBS Tampón fosfato salino 

PEH Paraplejía espástica hereditaria 

PFA Paraformaldehído 

PI3K Fosfatidil inositol 3 quinasa 

PI3P/PtdIns3P Fosfatidil inositol 3 fosfato 

PKC Proteína quinasa C 

PVDF Difluoruro de polivinilideno 

RBD Dominio de unión a Rab 

RE Retículo endoplásmico 

RILP Proteína lisosomal que interacciona con Rab 

SNC Sistema nervioso central 

SPG Gen de paraplejía espástica 

TGN Red trans-Golgi 

TOFA Ácido 5-(tetradeciloxi)-2furoico 

WT Animal salvaje 

YFP Proteína amarilla fluorescente 
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1. SISTEMA CARNITINA PALMITOILTRANSFERASA  (CPT) 

La β-oxidación mitocondrial es la vía principal para la degradación de ácidos 

grasos y obtención de energía. El paso principal en este proceso es el transporte de 

los ácidos grasos al interior de la mitocondria. Este transporte es mediado por un 

grupo de enzimas con actividad carnitina aciltransferasa (CAT) y un transportador 

localizado en el interior de la membrana mitocondrial. Existen diferentes tipos de 

enzimas con actividad CAT según el tipo de ácido graso. La carnitina 

acetiltransferasa (CrAT o CAT) utiliza acetil-CoA como sustrato. La carnitina 

octanoiltransferasa (CrOT o COT) facilita el transporte de ácidos grasos entre 8 y 

10 carbonos desde el peroxisoma a la mitocondria y las carnitinas 

palmitoiltransferasas 1 y 2 (CPT1 y CPT2) facilitan el transporte de ácidos grasos 

de cadena larga (AGCL) (C16-C20) a la matriz mitocondrial para la β-oxidación 

(Figura 1).  

La CPT1 es una proteína transmembrana situada en la membrana mitocondrial 

externa que cataliza la transferencia del grupo acilo de los aciles-CoA, formados 

por la actividad de la acil-CoA sintasa (ACS), a la carnitina del espacio 

intermembrana. El producto, acilcarnitina, es transportado a la matriz mitocondrial 

por una reacción de intercambio facilitada por la carnitina-acilcarnitina translocasa 

(CACT) situada en la membrana mitocondrial interna. Por último, una vez en la 

matriz mitocondrial, la carnitina palmitoiltransferasa 2 (CPT2) revierte la reacción, 

transfiriendo el grupo acilo de la acilcarnitina a una molécula de CoA-SH. De este 

modo los AGCL-CoA entran en el ciclo de la β-oxidación para producir acetil-

CoA (Figura 1). 
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Existen tres isoformas de CPT1 (Figura 2): 

CPT1A: es la isoforma que presenta una expresión más ubicua. Se encuentra en el 

hígado, pulmón, páncreas, intestino, ovario y cerebro (McGarry and Brown 1997). 

CPT1B: se encuentra en músculo esquelético y cardiaco, tejido adiposo y 

testículos (Esser et al. 1996; Yamazaki et al. 1995). 

CPT1C: esta isoforma fue descubierta muy posteriormente a las anteriores (Price et 

al. 2002). Se encuentra en el sitema nervioso central (SNC) y muestra una elevada 

homología en su secuencia de aminoácidos con las otras dos isoformas, aunque no 

tiene actividad catalítica. Esta isoforma se encuentra localizada en el retículo 

endoplásmico (RE), mientras que CPT1A y B se encuentran localizadas en la 

mitocondria. 

Figura 1. Sistema CPT en el transporte de ácidos grasos al interior de la mitocondria. La 

activación de AGCL (ácidos grasos de cadena larga)  a AGCL-CoA es producida por la enzima 

ACS (Acil-CoA sintasa). El transporte al interior de la mitocondria se lleva a cabo por la CPT1 

(carnitina palmitoiltransferasa 1), que cataliza la formación de AGCL-carnitina. La CACT 

(carnitina acilcarnitinatranslocasa) transporta los AGCL-carnitina a través de la membrana 

mitocondrial y CPT2 convierte los AGCL-carnitina en el interior de la matriz mitocondrial.  
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El estudio filogenético de los tres genes CPT1 indica que divergieron 

aproximadamente al mismo tiempo. Sin embargo, CPT1C únicamente se expresa 

en mamíferos, mientras que CPT1A y CPT1B también se expresan en otros 

vertebrados.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Comparación de las tres isoformas CPT1. Representación de las tres isoformas 

(CPT1A, B y C) de rata, en la que se muestra la cola de CPT1C en el extremo C-terminal, los 

dominios transmembrana (TM1 y TM2) y la posición de los aminoácidos al inicio y al final. B) 

Muestra la identidad y la similitud entre las diferentes isoformas (modificado de Wolfgang et al. 

2006). 
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2. CPT1C: CARNITINA PALMITOILTRANSFERASA 1C 

CPT1C se expresa principalmente en el cerebro de mamíferos. Un análisis más 

detallado de la expresión de esta proteína por hibridación in situ e 

inmunohistoquímica en cortes de cerebro de ratón ayudó a esclarecer las zonas de 

mayor expresión: el hipocampo (involucrado en aprendizaje y cognición), el 

núcleo hipotalámico (ingesta y gasto energético) y la amígdala (centro de 

coordinación de la respuesta autónoma y endocrina en el control de los estados 

emocionales). Recientemente, se ha demostrado que CPT1C también se expresa en 

neuronas motoras y en ganglios de la raíz dorsal (DRG), situándola en el sistema 

nervioso periférico (Dai et al. 2007; Price et al. 2002; Rinaldi et al. 2015). 

En 2008, Sierra y colaboradores demostraron mediante el uso de marcadores 

celulares específicos que CPT1C solo se expresa en neuronas, y no en células 

endoteliales o gliales (Sierra et al. 2008). En este mismo estudio se demostró que 

CPT1C se localiza en el retículo endoplásmico (RE) y no está presente en la 

mitocondria ni en los peroxisomas, siendo la región N-terminal de CPT1C la 

responsable de  la localización subcelular de esta proteína.  

2.1 Actividad catalítica y regulación 

El análisis comparativo de aminoácidos entre las tres isoformas revela que 

CPT1C conserva todos los residuos involucrados en la actividad carnitina 

palmitoiltransferasa, así como el lugar de unión de malonil-CoA.  

Malonil-CoA es sustrato de la ácido graso sintasa (AGS) en la síntesis de novo 

de ácidos grasos. Actúa como inhibidor fisiológico de las enzimas CPT1. En 

estado de alimentación el malonil-CoA se encuentra unido a las enzimas CPT1 y 

las inhibe, lo que conlleva el incremento de la concentración de AGCL-CoA 

intracelular. Sin embargo, cuando se produce una bajada de los niveles de malonil-

CoA durante el ayuno, se pierde la unión a CPT1 y se favorece la beta-oxidación 

mitocondrial y en consecuencia, la disminución de los niveles AGCL-CoA (Lane 

et al. 2005; Ruderman, Saha, and Kraegen 2010).  
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Varios grupos de investigación han intentado evaluar la actividad CAT de la 

CPT1C bajo distintas condiciones. Price y colaboradores ensayaron la actividad 

CAT en levaduras, en las que expresaron CPT1C recombinante, con varios aciles-

CoA conocidos como sustratos de las otras isoformas, sin lograr detectar actividad 

catalítica. Sin embargo en este trabajo demostraron por primera vez que CPT1C 

tiene la misma afinidad por malonil-CoA que CPT1A (Price et al. 2002).  

El grupo de Daniel Lane llevó a cabo una serie de experimentos en los que 

ensayó la actividad CAT de CPT1C en células HEK293T sobreexpresando 

CPT1C, ampliando la cantidad y complejidad de los aciles CoA usados como 

sustratos. A pesar de ello fueron incapaces de detectar actividad catalítica 

(Wolfgang et al. 2006).  

En 2008 Sierra y colaboradores, mediante cromatografía líquida en tándem con 

un espectrofotómetro de masas, demostraron en células PC-12 que CPT1C era 

capaz de utilizar palmitoil-CoA como sustrato, aunque la eficiencia catalítica era 

200 veces inferior a la observada para CPT1A (Sierra et al. 2008).  

Posteriormente Ulmer y colaboradores, mediante experimentos de resonancia 

magnética nuclear, observaron que según las condiciones fisiológicas de la célula, 

el dominio N-terminal de CPT1A (dominio regulador) podía adoptar dos 

conformaciones: “Nα” (inactiva) o “Nβ” (activa). En cambio, CPT1C estaría 

permanentemente en un estado “Nα”, hecho que podría explicar la baja capacidad 

catalítica (Samanta, Situ, and Ulmer 2014). 

Ya que CPT1C no tiene actividad catalítica pero sí mantiene la capacidad de 

unión a malonil-CoA, se ha sugerido recientemente que CPT1C podría actuar 

como un sensor de malonil-CoA, regulando la función de otras proteínas que 

interaccionan con CPT1C (Casals et al. 2016). 
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2.2 Actividad motora y paraplejía espástica hereditaria  

Un estudio reciente  llevado a cabo por Rinaldi y colaboradores identificó una 

mutación en CPT1C como la causa genética de una nueva forma de paraplejía 

espástica hereditaria (PEH) autosómica dominante, denominada SPG73. Era la 

primera vez que se describía una mutación de CPT1C en humanos (Rinaldi et al. 

2015).  

Los investigadores encontraron tres generaciones de una misma familia del sur 

de Italia en las que aparecía paraplejía espástica de causa genética desconocida, de 

aparición en adulto y mostrando un patrón de herencia dominante. La 

secuenciación de todo el ADN genómico de los individuos afectados permitió la 

identificación de la sustitución de un solo nucleótido c.109> T (p.Arg37Cys) en el 

exón 3 de CPT1C. Los autores sugieren que la mutación Arg37Cys altera la 

interacción entre el N-terminal y el dominio catalítico C-terminal de CPT1C 

(Figura3) (Rinaldi et al. 2015). 
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Figura 3. Pedigrí de la familia afectada por SPG73 y análisis de la secuencia de CPT1C. A) 

Pedigrí familiar B) Diagrama esquemático de CPT1C. Los exones codificantes son representados 

en barras negras, los no codificantes en barras blancas, los intrones se representan mediante las 

líneas conectoras. C) Electroferograma que muestra la mutación encontrada en CPT1C. D) 

Secuencia de CPT1C en varias especies y en la familia afectada: “Query”  (Rinaldi et al. 2015). 
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Otro punto importante en este estudio es la interacción descrita mediante 

ensayos de inmunoprecipitación entre CPT1C y atlastina-1 (ATL-1), una proteína 

que también ha sido relacionada previamente con la PEH (SPG3A) y que se 

encuentra localizada en el RE. ATL-1 es una GTPasa que ha sido localiza en el 

soma, los conos de crecimiento y las varicosidades de neuronas corticales. Las 

mutaciones en esta proteína se han relacionado con alteraciones estructurales del 

RE y un déficit en el crecimiento axonal. Se han descrito diferentes proteínas 

asociadas a la PEH que interaccionan con ATL-1, como REEP1, espastina, 

reticulon o protrudina. Todas estas proteínas se encuentran interaccionando entre 

ellas formando una red tubular que le confiere la morfología y estructura al RE 

(Rismanchi et al. 2008; Park et al. 2010; Zhu et al. 2006). La protrudina, además, 

ha sido identificada como una de las posibles proteínas que interaccionan con 

CPT1C (Hashimoto et al. 2014).  

La interacción con ATL-1, y la posible interacción con protrudina sitúan a 

CPT1C como posible componente de la red tubular del RE.  

CPT1C también ha sido relacionada con la formación de compartimentos 

intracelulares de reserva de lípidos, llamados cuerpos lipídicos (LD, del inglés 

“lipid droplet”) (Rinaldi et al. 2015). En este trabajo encontraron una disminución 

del número y del tamaño de LDs tanto en células COS-7 transfectadas con la 

forma mutada de CPT1C (c109>T) como en neuronas corticales aisladas de 

ratones deficientes de CPT1C comparadas con ratones salvajes. En trabajos 

previos se había observado el mismo efecto por mutaciones en otras proteínas 

asociadas a PEH como ATL-1, espastina y REEP1 (Klemm et al. 2013; 

Papadopoulos et al. 2015). 

En el trabajo de Carrasco y colaboradores en 2013, ya se había relacionado la 

alteración en el metabolismo lipídico con alteraciones motoras. Una batería de 

pruebas neurológicas en ratones deficientes de CPT1C evidencia que la deficiencia 

de CPT1C causa alteraciones motoras. Estos ratones muestran un sistema sensorial 

autonómico intacto, pero un estudio más detallado reveló una disminución de la 

coordinación y la marcha, debilidad muscular severa y reducción de la actividad 
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locomotora diaria. El análisis de la función motora en estos ratones, en edades de 6 

a 24 semanas, mostraron que los trastornos motores ya estaban presentes en los 

animales jóvenes y que el deterioro aumenta progresivamente con la edad. Los 

análisis de expresión de CPT1C en el córtex motor, muestran niveles bajos desde 

el nacimiento hasta los 21 días de edad, donde presenta un pico de expresión. Estas 

observaciones sugieren que CPT1C juega un papel fundamental durante y después 

del destete. Los trastornos motores por déficit de CPT1C se producen entre las 3 y 

7 semanas de vida (Carrasco et al. 2013). 

2.3 Otras funciones de CPT1C 

Maduración de espinas dendríticas y cognición 

Nuestro grupo de investigación estudió la implicación de CPT1C en la 

consolidación de la memoria y aprendizaje. Mediante el test del laberinto de agua 

de Morris se evaluó el aprendizaje espacial y se observó que los ratones deficientes 

de CPT1C presentaban dificultades en el aprendizaje (Carrasco et al. 2012; Price et 

al. 2002). 

Este déficit de aprendizaje fue asociado con una disminución de la maduración 

de las espinas dendríticas. Un análisis morfológico de las espinas en cultivos 

primarios demostró que las neuronas de ratones deficientes de CPT1C tenían 

incrementado el número de filopodios inmaduros y reducido el porcentaje de 

espinas maduras (Carrasco et al. 2012).  

El requerimiento de CPT1C para la correcta maduración de las espinas se ha 

asociado con su capacidad de regular los niveles de ceramidas. En el mismo 

estudio se demuestra que el tratamiento de las neuronas con un inhibidor de la 

biosíntesis de ceramidas da lugar a un fenotipo similar al observado en neuronas 

deficientes de CPT1C.  

En 2012 se demostró la interacción de CPT1C con los receptores de glutamato 

tipo AMPA (Schwenk et al. 2012). También se ha sugerido que el papel de CPT1C 

en la maduración de espinas dendríticas y en el aprendizaje espacial puede ser 
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debido a su capacidad para regular la síntesis y el transporte de los receptores 

AMPARs (Carrasco et al. 2012; Fadó et al. 2015). 

Regulación de la ingesta y balance energético 

Las primeras investigaciones sobre CPT1C se centraron en su posible función 

en el control de la ingesta, ya que esta proteína posee altos niveles de expresión en 

los núcleos hipotalámicos reguladores de la ingesta y puede unir malonil-CoA, un 

indicador clave del estado energético en neuronas hipotalámicas (Dai et al. 2007).  

Posteriormente, nuestro grupo estudió el papel de CPT1C en la vía de 

señalización orexigénica de la ghrelina y la implicación de las ceramidas. Entre 

otras aportaciones, se demostró que CPT1C produce un aumento de ceramidas en 

el hipotálamo necesario para el efecto orexigénico de la ghrelina (Ramírez et al. 

2013). También se demostró la participación de CPT1C en la ruta de señalización 

de la leptina. La leptina es un importante regulador fisiológico de la ingesta y el 

balance energético, ejerciendo sus efectos anorexigénicos, en parte, por 

incrementar los niveles de malonil-CoA en el hipotálamo (Gao et al. 2007). 

Recientemente se ha demostrado que CPT1C en el hipotálamo juega un papel 

clave en la oxidación periférica de las grasas en respuesta al ayuno (Pozo et al. 

2017). 

Cáncer 

En 2011 se relacionó por primera vez CPT1C con cáncer. Zaugg y 

colaboradores descubrieron que la CPT1C humana promovía la supervivencia de 

las células cancerosas y el crecimiento tumoral en condiciones de estrés 

metabólico (Zaugg, K et al. 2011). Un año más tarde, Reilly y colaboradores 

publicaron que CPT1C se expresaba en varios tipos de tumores, y dicha expresión 

era considerablemente más alta en los relacionados con el SNC (Reilly and Mak 

2012b).  

En el estudio de Zaugg se demuestra que la expresión de CPT1C se relaciona 

de forma inversa con la activación de la vía de mTOR, contribuyendo a la 
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resistencia a rapamicina en tumores primarios murinos. Además, se describe que la 

expresión de CPT1C en líneas celulares tumorales aumenta la oxidación de ácidos 

grasos, la producción de ATP y confiere resistencia a la privación de glucosa y 

oxígeno. Por el contrario, las células cancerosas que carecen de CPT1C son más 

sensibles al estrés metabólico inducido por hipoglucemia e hipoxia, a la vez que 

presentan mayor sensibilidad a rapamicina. Asimismo, la expresión de CPT1C 

puede ser inducida por hipoxia o privación de glucosa. Estos resultados indican 

que las células tumorales pueden utilizar un novedoso mecanismo que implica a 

CPT1C, que las protege en situaciones de estrés metabólico (Zaugg, K et al. 2011).  
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3. PARAPLEJÍA ESPÁSTICA HEREDITARIA 

La PEH, también conocida como paraparesia espástica hereditaria o síndrome 

de Strumpell-Lorrain, fue descrita por primera vez en el siglo 19 por Strumpell  y 

Lorrain. Ambos describieron un grupo de familias que presentaban espasticidad y 

debilidad en las extremidades inferiores, en ausencia de otras anormalidades 

neurológicas.   

Las PEH que han sido identificadas hasta la fecha representan un amplio y 

diverso grupo de desórdenes neurológicos con manifestaciones neurológicas y no 

neurológicas (Noreau, Dion, and Rouleau 2014). Actualmente, se define como un 

grupo heterogéneo de desórdenes neurológicos caracterizados por mutaciones 

genéticas que causan axonopatía distal del tracto corticoespinal. Las fibras más 

afectadas suelen ser las de la vía ascendente. Como resultado de la disfunción 

corticoespinal se produce un aumento del tono muscular y espasticidad. La 

espasticidad implica hipertonía muscular, reflejos de estiramiento hiperactivos y 

clonus (contracciones y relajaciones oscilatorias de los músculos en respuesta al 

estiramiento muscular). Las lesiones extensas de las neuronas motoras superiores 

también pueden acompañarse por rigidez de los músculos extensores de las piernas 

y flexores de los brazos (Lo Giudice et al. 2014; Finsterer et al. 2012 ;Blackstone 

et al. 2011). 

Los estudios epidemiológicos sitúan la prevalencia en 1,27-13,9 casos por 

100.000 habitantes (Song 2014; Ruano et al. 2014), aunque varía con el origen 

étnico y geográfico. La PEH autosómica dominante es más frecuente entre la 

población europea, 1,27-5,75/100.000 (Finsterer et al. 2012). Las tasas de 

prevalencia varían además en regiones donde existe mayor tasa de consanguinidad, 

por la elevada proporción de portadores asintomáticos que no están contabilizados 

en la frecuencia real. 

La PEH es una enfermedad heterogénea, tanto a nivel clínico como genético. 

Los síntomas iniciales pueden aparecer a cualquier edad. En los casos de aparición 

más temprana existe un retraso psicomotor en el inicio que dificulta el aprendizaje 
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de la marcha o ponerse de pie. No obstante, los primeros síntomas suelen aparecer 

más tarde, y suele ser frecuente la rigidez de las piernas y torpeza al caminar. El 

progreso de esta enfermedad es más rápido cuanto más tardío es su inicio. 

El diagnóstico de la PEH está basado en: 

1. Síntomas clínicos característicos de la espasticidad bilateral y debilidad de las 

extremidades inferiores, pudiendo ser progresiva o lentamente progresiva. 

2. Examen neurológico con muestra de afectación del tracto corticoespinal tales 

como espasticidad, aumento de los reflejos, y respuesta de los extensores 

plantares. 

3. Estudio de los antecedentes familiares con herencia autosómica dominante, 

autosómica recesiva, o ligada al cromosoma X, incluyendo también los casos 

esporádicos que pueden ocurrir. 

4. Pruebas genéticas de secuenciación para la búsqueda de posibles mutaciones. 

Actualmente no existe una terapia para la PEH más allá del tratamiento 

sintomático, que normalmente está basado en fármacos antiespásticos, y aquellos 

que son importantes para prevenir complicaciones como contracturas, fracturas y 

mejoran la calidad de vida de los pacientes (De Souza et al. 2016). 

 Clasificación PEH  

Se puede clasificar según el fenotipo, el tipo de transmisión genética o las 

funciones alteradas. 

A. Fenotipo 

Paraplejía espástica hereditaria pura: se caracteriza por espasticidad progresiva, 

debilidad de las extremidades inferiores, en ocasiones perturbaciones sensoriales o 

disfunción de la vejiga. 
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Figura 4. Funciones alteradas en PEH (Paraplejía Espástica Hereditaria). Se muestran las 

funciones que se pueden ver alteradas en PEH, y alguna de las proteínas implicadas. 

Paraplejia espástica hereditaria compleja: se caracteriza por presentar 

manifestaciones neurológicas y no neurológicas, que no siempre son detectables 

mediante test neuropsicológicos o técnicas de imagen (Finsterer et al. 2012). 

B. Tipo de transmisión genética 

Se han descrito casos de herencia autosómica dominante (PEH-AD), 

autosómica recesiva (PEH-AR)  y también ligada al cromosoma X (PEH-XL). 

(Ver anexo 1) 

C.  Función 

Las proteínas implicadas en la PEH son de naturaleza muy heterogénea y están 

relacionadas con una gran variedad de vías moleculares o funciones en el 

organismo. En la figura 4 puede verse un resumen de las principales funciones 

celulares alteradas en PEH. A los genes cuyas mutaciones causan PEH se les 

denomina como “SPG” (spastic paraplegia gen) seguido de un número asociado a 

cada gen (de Souza et al. 2016). 
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El mecanismo por el cual CPT1C podría estar implicada en la PEH aún es 

desconocido. Todo apunta a que podría estar interaccionando con otras proteínas 

del RE como ATL-1 o protrudina, y participando en el trafico intracelular, 

mantenimiento de la morfología del RE o en la formación de cuerpos lipídicos. En 

el presente trabajo de Tesis Doctoral, se intenta avanzar en la comprensión del 

papel que juega CPT1C en la PEH. 
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4. DESARROLLO AXONAL 

Las neuronas son las células con mayor complejidad morfológica y funcional. 

Su desarrollo comienza con la especialización de una neurita como axón, para 

adquirir la polaridad. El proceso de polarización conlleva una extensa biosíntesis 

de proteínas y lípidos, transporte activo para llevar los elementos necesarios hasta 

los conos de crecimiento, y una compleja organización del citoesqueleto.  Estos 

procesos moleculares requieren un alto consumo de ATP.  

La principal ruta de señalización implicada en el inicio de la formación del 

axón es PI3K-Akt-GSK3. GSK3 se encuentra de forma constitutiva activa, y es 

necesaria para que una neurita se convierta en axón. La posterior inhibición de 

GSK3 permite la elongación del axón. (Laurino et al. 2005). 

También se ha descrito el papel de AMPK en el desarrollo axonal y su 

implicación en la ruta PI3K (Williams and Brenman 2008; Valerio et al. 2006).  

AMPK es un componente de señalización energética, que es activado cuando 

hay una alta proporción de AMP/ATP. La activación de AMPK suele desembocar 

en la inhibición de procesos anabólicos que consumen ATP (síntesis de ácidos 

grasos, proteínas o colesterol) y la inducción de procesos catabólicos que generan 

ATP (captación de ácidos grasos y glucosa) para mantener las reservas de energía 

(Hardie 2004). Se ha descrito que la fosforilación de AMPK bloquea la 

polarización inicial del axón. La explicación reside en que AMPK regula el 

transporte de PI3K a los conos de crecimiento (Simo and Jose 2007). Para que 

PI3K sea transportado a los conos de crecimiento tiene que estar unido a la cadena 

ligera de la de la kinesina-5 (KIF-5). Cuando AMPK es fosforilada, el sitio de 

unión de PI3K a la KIF-5 queda fosforilado y desplaza la unión de PI3K, 

inhibiendo su transporte hacia los conos, e inhibiendo el crecimiento axonal (S 

Amato and Man 2011) (Figura 5). 

 

 



INTRODUCCIÓN 

23 

 

 

 

 

 

El axón una vez formado, debe elongar y alcanzar dianas específicas para 

generar contactos sinápticos con otras neuronas o con células especializadas en 

diferentes tejidos. Las señales para regular la elongación pueden ser positivas o 

negativas con el objetivo de guiar al axón hasta su diana. Este proceso está 

regulado por el comportamiento de los conos, que dispone de mecanismos 

reguladores del citoesqueleto, permitiéndole marcar la dirección del crecimiento 

según los estímulos. El remodelaje del citoesqueleto necesario para la formación 

de los conos de crecimiento es posible gracias a proteínas que rompen los 

microtúbulos en fragmentos más pequeños y móviles, como la katanina o la 

espastina, siendo esta última una proteína que ha sido relacionada con la PEH 

(Wood et al. 2006; Yu et al. 2008). 

 

 

Figura 5. Inhibición del crecimiento axonal mediado por la fosforilación de AMPK. A) En 

condiciones normales AMPK permanece inactiva permitiendo el transporte de PI3K hacia los 

conos de crecimiento mediante la kinesina-5 (KIF5), promoviendo el crecimiento axonal. B) 

Cuando los niveles de ATP son bajos, AMPK se activa (p-AMPK) y causa la fosforilación de 

KIF5  desplazando la unión de PI3K, inhibiendo el desarrollo axonal. 
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5. ENDOSOMAS  

5.1 Endocitosis.  

La endocitosis supone la puesta en marcha de una compleja maquinaria celular 

para la internalización de material extracelular. Puede estar mediada o no por 

receptor. En el primer caso se incorporan moléculas reconocidas por receptores de 

la membrana plasmática (Doherty and Mcmahon 2009). En el segundo no existe 

ese reconocimiento y la selección del material ocurre mediante la asociación del 

mismo con microdominios de la membrana plasmática ricos en colesterol y 

esfingolípidos o lipid rafts (Mayor and Pagano 2007).  

La endocitosis comienza con la invaginación de la membrana plasmática que 

finalmente se cierra formando una vesícula citosólica o endosoma temprano 

inicial. Atendiendo al tipo de proteínas que recubren la invaginación de la 

membrana, y en consecuencia al endosoma temprano inicial, la endocitosis puede 

ser dependiente o independiente de clatrina (Figura 6) (Doherty and Mcmahon 

2009). Entre los procesos de endocitosis independientes de clatrina se han descrito 

los mediados por caveolina, los que forman invaginaciones de membranas 

tubulares o polimorfas, la macropinocitosis y la fagocitosis. 

Posteriormente, se forman los endosomas tardíos, cuyo interior es más ácido, 

para finalmente fusionarse con lisosomas, donde el material endocitado es 

degradado por los enzimas hidrolíticos. Alternativamente, los endosomas 

tempranos pueden fusionarse con la membrana basolateral dando lugar a la 

exocitosis del material. En este caso las moléculas endocitadas atraviesan la célula 

intacta mediante transcitosis. Los receptores que han sido endocitados vuelven a la 

membrana de origen mediante vesículas de reciclaje. Por otro lado los endosomas 

tardíos, además de la fusión con el lisosoma pueden fusionarse con la membrana y 

liberar exosomas o ser transportados hacia el retículo dependiendo de las señales 

intracelulares (Scott, Vacca, and Gruenberg 2014). 
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5.2 Endosomas tempranos (EE; Early Endosomes) 

El endosoma temprano es el primer compartimento de la vía endocítica. El 

proceso exacto por el que se forman no está claro pero se sabe que la membrana va 

creciendo a partir de las vesículas endocíticas que se van fusionando unas con 

otras. 

El EE recibe la carga endocitada a través de los mediadores endocíticos, como 

pueden ser clatrina, caveolinas o ARF6. Un EE acepta vesículas durante 10 min de 

tiempo en el cual una parte de los componentes pasa a la vía de reciclaje mientras 

que otra parte de la carga se acumula para ser incluida en los endosomas tardíos 

(LE). 

Uno de los componentes claves en los EE es Rab5, una proteína perteneciente a 

la familia de Rab GTPasas que ayuda a mantener la identidad del orgánulo. Rab5 

se mantiene activo hasta que se forma el LE donde pasa a intercambiarse por Rab7. 

Durante la conversión de Rab5 a Rab7, una parte del contenido internalizado es 

reciclado volviendo a fusionarse con la membrana plásmatica. (Figura 6). 

Los EE mantienen una comunicación bidireccional y continua de vesículas con 

la red trans-Golgi (TGN). Esta comunicación es responsable de la liberación de 

componentes para la formación de los lisosomas y para la eliminación de ciertos 

componentes de los endosomas durante la maduración (Huotari and Helenius 

2011). 

5.3 Endosomas tardíos (LE; Late endosomes)  

La formación del LE va precedida por la conversión de Rab5 a Rab7. Rab7 es 

una GTPasa que controla la maduración y el transporte de LE y lisosomas, y tiene 

un papel en algunos procesos fisiológicos como apoptosis, crecimiento de neuritas, 

fagocitosis y autofagia (Guerra and Bucci 2016). Estos cambios dan lugar a la 

formación de un endosoma intermedio que posee características y marcadores, 

tanto de EE como de LE, denominado ECV/MVB (vesícula portadora de 

endosoma o cuerpo multivesicular). 
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El cambio de proteínas Rab hace que se produzca una redefinición de las 

propiedades de los endosomas (Figura 6) (Huotari and Helenius 2011). Durante la 

maduración de los LE se producen cambios en los componentes de la membrana; 

un desplazamiento hacia la zona perinuclear, formación de ILVs adicionales, un 

cambio de la morfología y una bajada de pH. La bajada del pH es producida por la 

bomba de protones localizada en la membrana del endosoma para favorecer la 

acción de las hidrolasas ácidas, que son incorporada al LE mediante fusión, y son 

transportadas en vesículas desde el aparato de Golgi. 

 

 

Figura 6. Organización de la vía endocítica y maduración de los endosomas. La endocitosis 

puede ser dependiente o independiente de clatrina (CCV o CLICs). Las vesículas se van 

fusionando dando lugar a la formación del EE (endosoma temprano). Los EE van madurando 

mediante fusión de vesículas procedentes del TGN (trans-Golgi) hasta formar el LE (endosoma 

tardío). Entre el EE y el LE hay un paso previo que es la formación de ECV/MVB (vesícula 

portadora de endosoma/cuerpos multivesiculares), que contiene componentes de EE y LE. LYS: 

lisosoma, AP: autofagosoma, ER: retículo endoplásmico. Modificado de Scott, Vacca, and 

Gruenberg 2014. 
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La Formación de ILVs es uno de los procesos más importantes en la biogénesis 

de los LE. Son cruciales para la selección de la carga que será posteriormente 

degradada en los lisosomas, y para la maduración y destino de los LE  (Colombo 

2014).  

Otra característica de los LEs, es que presentan en su membrana glicoproteínas 

lisosomales como LAMPs que protegen a la membrana de la acción de las 

hidrolasas. Todos estos cambios son necesarios para cerrar la vía de reciclaje de 

los EE, y preparar a los LE para la fusión con el lisosoma. Una maduración similar 

ocurre en el autofagosoma y fagosoma, antes de fusionarse con el LE o lisosoma 

(Scott, Vacca, and Gruenberg 2014; Colombo 2014).  

Cuando el LE se fusiona con el lisosoma es muy difícil poder distinguir entre 

ambos a nivel molecular, ya que no existen proteínas lisosómicas que no estén en 

el LE. Los constituyentes principales de ambos orgánulos son LAMP1 y LAMP2. 

La forma de diferenciarlos reside en sus características físicas y morfológicas. Los 

lisosomas son más esféricos y presentan una alta densidad (Huotari and Helenius 

2011).  

Una proporción elevada de LE se encuentran formando contactos con el RE, 

que es el encargado de determinar el destino de los LE según las necesidades 

celulares. 
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6. TRANSPORTE AXONAL DE LE. 

El transporte axonal es esencial para la función neuronal. Muchas 

enfermedades neurodegenerativas tienen alterada la maquinaria responsable de 

este transporte. Existen dos tipos de transporte en neuronas: el transporte 

anterógrado, que se encarga de transportar desde el soma a los conos de 

crecimiento proteínas y lípidos sintetizados, necesarios para mantener la actividad 

sináptica; y el retrógrado, que es necesario para mantener la homeostasis celular 

transportando la carga desde los conos de crecimiento hacia el soma. El transporte 

retrógrado es importante para la degradación de orgánulos y proteínas, y para el 

transporte de factores neurotróficos (Gibbs, Greensmith, and Schiavo 2015; Maday 

et al. 2014). Ambos tipos de transporte están mediados por distintas proteínas 

motoras: la kinesina, en el caso del transporte anterógrado y la dineína, que media 

el transporte retrógrado (Schmieg et al. 2014; Namba et al. 2015). 

Otros componentes importantes para el transporte son los microtúbulos, que 

proporcionan a las neuronas una polaridad intrínseca. Esta polaridad es la que 

permite el transporte axonal direccional. Es importante destacar que la 

organización de los microtúbulos es diferente entre el axón y las dendritas. En el 

axón los microtúbulos siempre se organizan de modo que el extremo denominado 

“menos” (minus-end) se encuentra en el soma y el denominado “extremo más” 

(plus-end) se encuentra en el cono axónico, mientras que en las dendritas presentan 

una organización mixta. Esta organización es importante para el tipo de transporte 

y por tanto para el tipo de proteínas motoras que intervienen. 

Para llevar a cabo el transporte de LE, también son necesarios los contactos 

entre membranas de diferentes orgánulos, sobre todo los formados con el RE. 

Estos contactos incrementan durante la maduración de los endosomas y juegan un 

papel importante en la transferencia de colesterol y transporte y fisión de los 

endosomas (Friedman et al. 2013; Raiborg, Wenzel, and Stenmark 2015).  
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Una proteína clave en el transporte de LE es Rab7 que se localiza en la 

membrana de los LE y facilita el transporte a lo largo de los microtúbulos, así 

como la fusión con los lisosomas y autofagosomas. Para poder transportar los LE 

hacia la zona perinuclear, Rab7 interacciona con RILP (Rab Interacting Lysosomal 

Protein), un efector que se une a la dineína, favoreciendo el transporte retrógrado 

(Guerra and Bucci 2016; Rocha et al. 2009). Por el contrario, para transportar el 

LE hacia la periferia celular, el efector de Rab7 que se activa es FYCO-1(FYVE 

And Coiled-Coil Domain Containing 1), presente en la membrana de los LEs, que 

se une a la cadena ligera de la KIF-5, favoreciendo el transporte anterógrado 

(Guerra and Bucci 2016; Raiborg et al. 2015).  

 

Transporte regulado por ORP1L (colesterol) 

El primer regulador negativo del transporte de LE es ORP1L (proteína de unión 

a colesterol en los LE). ORP1L se puede asociar al complejo Rab7-RILP, presente 

en los LE, y bloquear la unión de RILP a la dineína en respuesta a cambios en los 

niveles de colesterol. El colesterol puede ser endocitado desde el espacio 

extracelular en forma LDL (low density lipoprotein) o sintetizado de novo en el RE 

e internalizado a los endosomas. Cuando ORP1L reconoce las moléculas de 

colesterol, adquiere una  conformación cerrada, que permite la unión del complejo 

Rab7-RILP a la dineína favoreciendo el transporte retrogrado. Sin embargo cuando 

los niveles de colesterol en la célula son bajos, queda  libre el dominio de ORP1L 

de unión al colesterol, favoreciendo su interacción con VAP-A y bloqueando la 

unión del complejo Rab7-RILP a la dineína, lo que resulta en la inhibición del 

transporte retrógrado (Figura 7). La interacción de ORP1L con VAP-A permite la 

transferencia de colesterol tanto del RE al LE como del LE al RE. Por lo tanto, los 

factores que influyen en los niveles de colesterol influyen también en el transporte 

de LE (Wijdeven et al. 2016; Rocha et al. 2009; Wijdeven et al. 2015).  
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Transporte regulado por protrudina.  

Raiborg y colaboradores en 2015, demostraron la implicación de protrudina en 

el transporte anterógrado mediado por Rab7. La protrudina se encuentra situada en 

la membrana del RE y forma parte de los contactos RE-LE mediante la interacción 

con Rab7 y con PI3P, presente en los LE. Demostraron que la protrudina 

interacciona con KIF-5 y facilitaba la interacción de esta proteína motora con 

FYCO-1. FYCO-1 se encuentra localizada en la membrana de los LEs, y puede 

interaccionar con Rab7, PI3P y con LC3 en los autofagosomas (Pankiv et al. 

2010). Además, durante el transporte anterógrado, observaron que las vesículas 

FYCO-1 positivas paraban en el RE, coincidentes con la protrudina, y después 

Figura 7. Transporte regulado por ORP1L. Cuando los niveles de colesterol son altos, ORP1L 

(proteína de unión a colesterol) se mantienen en una conformación cerrada unido a colesterol, y 

RILP se une a la dineína permitiendo el transporte retrógrado de los LEs. Cuando los niveles de 

colesterol son bajos ORP1L queda libre y se une a VAP-A, anclando el LE al RE (retículo 

endoplásmico). Esta unión permite que el colesterol en forma LDL quede libre y sea transportado 

al RE mediante ORP5. 
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continuaban el movimiento anterógrado. Los autores describen que la protrudina 

dirige la unión de KIF-5 con FYCO-1 mediante Rab7, pero no se conoce el 

mecanismo regulador para la señalización del transporte (Figura 8) (Raiborg et al. 

2015; Wijdeven et al. 2015). Algunos autores sugieren la posibilidad de un sensor 

lipídico que pueda regular la función de la protrudina, pero hasta el momento se 

desconoce la regulación (Krauß and Haucke 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Transporte regulado por protrudina. La protrudina interacciona con los LE 

mediante su unión a Rab7 y a PI3P, favoreciendo la interacción de KIF-5 con FYCO-1, presente 

en la membrana de los LEs. La interacción entre FYCO-1 y KIF-5 permite el transporte 

anterógrado a través de los microtúbulos. 
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7. PROTRUDINA  

La protrudina también puede ser nombrada como ZFYVE 27. Esta proteína se 

expresa sobre todo en cerebro y cerebelo, pero también se ha detectado en corazón, 

timo, bazo, estómago y músculo esquelético (Shirane and Nakayama, 2006). 

A nivel subcelular ha sido identificada en dendritas, axón y conos de 

crecimiento de neuronas, formando parte de la membrana del RE y membrana 

plasmática. Recientemente ha sido descrita su participación en los contactos RE-

LE, mediante la interacción con Rab7 (Raiborg et al. 2015) . 

7.1 Estructura  

La protrudina presenta diferentes dominios importantes para la interacción con 

otras proteínas.  Contiene un dominio RBD (dominio de unión a las proteínas 

Rab), una región LCR (Low Complexity Region) de unión específica a Rab7, y un 

dominio FYVE por el que se une al PI3P presente en los LE necesario para 

promover la formación de neuritas a través de la activación del tráfico vesicular. A 

diferencia de lo que ocurre generalmente con los dominios FYVE en otras 

proteínas, que suelen interaccionar sólo con el PI3P, el dominio FYVE de la 

protrudina puede interaccionar con otros fosfolípidos que regulan las interacciones 

de la protrudina con los endosomas, o con la membrana plasmática. También 

presenta una secuencia FFAT (difenilalanina en el tramo acídico), que media la 

interacción con VAP, y un dominio CC (coiled-coil) de unión a KIF-5 (SPG10) 

(Saita et al. 2009; Hashimoto et al. 2014; Chang, Lee, and Blackstone 2013) 

(Figura 9).  
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En 2013 se identificó una nueva isoforma de protrudina (protrudina-L) que 

contenía siete aminoácidos adicionales entre el dominio FFAT y el CC, comparado 

con la isoforma convencional (protrudina-S) como resultado del procesamiento 

alternativo de un microexon (exón L) (Figura 10A). A diferencia de la isoforma S, 

el mRNA de la isoforma L sólo fue encontrado en el SNC. Además, la isoforma L 

se expresa sobre todo en neuronas y astrocitos, y se ha asociado con la elongación 

y polarización neuronal (Figura 10C) (Ohnishi et al. 2014; Ohnishi, Shirane, and 

Keiichi 2017). 

Figura 9. Dominios de interacción de protrudina con otras proteínas.  RBD (Dominio de unión 

a Rab), LCR (low Complexity Region), FFAT (difenilalanina en tracto acídico), CC (Coiled Coil), 

FYVE (Fab1, YOTB, Vac1 y EEA1). La protrudina presenta diferentes puntos de interacción 

durante el transporte de LEs. Por el dominio LCR interacciona con Rab7 y por FYVE con PI3P, 

ambos presentes en la membrana de los LEs. Con el FFAT interacciona con VAP (proteína 

presente en la membrana del RE). La interacción con la proteína motora KIF5 se produce mediante 

el dominio CC. ER: endosoma de reciclaje. 
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7.2 Función  

Morfología de retículo: la protrudina interacciona con otras proteínas que se 

encuentran localizadas en la membrana del RE y que han sido asociadas a PEH, 

como ATL-1 (SPG3A), REEP1 y REEP5 (SPG31), reticulon 1,3 y 4 (SPG12) o 

espastina (SPG4). En un ensayo de proteómica publicado por Hashimoto y 

colaboradores, aparece como posible interactor de protrudina la CPT1C. Muchas 

de estas proteínas contribuyen a la regulación de la morfología y estructura del RE, 

generando una curvatura de la membrana mediante sus uniones. Para mantener 

estable la estructura del RE estas proteínas se encuentran interaccionando entre 

ellas formando una red tubular. Se ha descrito que la mutación G191V de la 

protrudina, la cual ha sido asociada a algunos casos de PEH, produce un cambio 

conformacional en la proteína que podría estar alterando  la estabilidad estructural 

Figura 10. Expresión de protrudina-S y L. A) Representación de los dominios de la protrudina, 

los sitios de interaccion con KIF-5 y con VAP, y el procesamiento del exón L. B) Expresión de 

protrudina-S y L en diferentes tejidos. C) Expresión de protrudina-S y L en neuronas corticales 

de ratón, en la línea celular Neuro2A y en la línea celular NIH3T3 (fibroblastos). Figura obtenida 

de Ohnishi et al. 2014. 
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del RE, sus funciones y los contactos con otros orgánulos, dando lugar a algunas 

de las alteraciones responsables de la enfermedad (Chang, Lee, and Blackstone 

2013; Hashimoto et al. 2014). 

Extensión de neuritas: la extensión de neuritas es un evento crucial en la 

formación del axón y las dendritas. La elongación de neuritas durante el desarrollo 

axonal en una dirección determinada es decisiva para la diferenciación neuronal y 

conectividad. Se ha descrito la participación de protrudina en la formación de 

neuritas asociada a la direccionalidad del tráfico de endosomas (Shirane and 

Nakayama, 2006). La sobreexpresión de protrudina en cultivos primarios de 

neuronas hipocampales y células PC12 produce un incremento de la longitud 

axonal y desarrollo dendrítico, mientras que el silenciamiento mediante ARN de 

interferencia tiene como resultado la inhibición del crecimiento axonal (Pantakani 

et al. 2011; Saita et al. 2009). 

Tráfico de endosomas: se han descrito dos implicaciones diferentes de la 

protrudina en el transporte de endosomas. Una relacionada con la vía endocítica de 

los EE mediante su interacción con la proteína Rab11, favoreciendo el transporte 

durante el desarrollo neuronal (Welz, Wellbourne-wood, and Kerkhoff 2014; 

Shirane and Nakayama, 2006); y otra, descrita más recientemente, relacionada con 

las uniones de RE-LE, mediante la interacción con Rab7 y con PI3P. 
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La hipótesis de este trabajo es que CPT1C podría estar regulando el crecimiento 

axonal y dendrítico a través de la interacción directa con la protrudina y de su 

participación en el transporte de los endosomas tardíos en las neuronas.  
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1. Estudiar el papel de CPT1C en el desarrollo axonal y dendrítico. 

2. Estudiar la interacción de CPT1C con protrudina. 

3. Estudiar el papel de CPT1C en la localización y en el tráfico de los 

endosomas tardíos. 
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1. CONSTRUCCIONES PLASMÍDICAS 

1.1 Vectores plasmídicos 

En este trabajo se han desarrollado una serie de construcciones plasmídicas, 

necesarias para los estudios de FRET (transferencia de energía por resonancia 

fluorescente). Los vectores plasmídicos que se emplearon fueron pmTurquoise y 

SYFP. Ambos vectores presentan la misma estructura básica (Figura 11). 

Contienen las proteínas fluorescente cian (CFP) y amarilla (YFP) respectivamente, 

que proceden de diferentes mutaciones en el gen de la proteína verde fluorescente 

(GFP).  

Figura 11. Estructura del plásmido pmTurquoise-N1 usado en las construcciones 

empleadas en el estudio mediante FRET. Se marca en un recuadro naranja la diana de 

restricción de BamH1 donde se han insertado los diferentes genes. Imagen obtenida de 

Addgene.org 
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En todos los casos se han empleado construcciones fusionadas a CFP o YFP, y 

han sido insertadas en los plásmidos por la diana de restricción de BamH1. 

Las construcciones empleadas fueron: 

- pmTurquoise- Calnexina (Addgene plasmid #55539, cedido a Addgene por el 

laboratorio de Michael Davidson). 

- pmTurquoise-ER (Addgene plasmid #55550, cedido a Addgene por el 

laboratorio de Michael Davidson). Esta construcción se caracteriza porque 

tiene una secuencia KDEL fusionada a CFP. KDEL es un péptido señal (K= 

Lisina, D=ácido aspártico, E=ácido glutámico, L=Leucina) que queda 

retenido en el RE, permitiendo su identificación.   

- pmTurquoise-CPT1C y SYFP-CPT1C. Ambos fueron cedidos por el 

laboratorio de la Dra. Dolors Serra (Universidad de Barcelona, UB). 

- pmTurquoise-ATL-1, SYFP-Protrudin, SYFP-Glua1. Estas construcciones 

fueron desarrolladas en nuestro laboratorio, para este trabajo, tal y como se 

describe a continuación. 

 

1.2 Extracción de ARN 

La extracción de ARN se realizó a partir de la línea celular SH-S5Y5 

(neuroblastoma humano). Estas células se sembraron en placas de 60mm a una 

concentración de 2,5 x 10
5 
cél/mL.  

Las células se recogieron y se homogenizaron en presencia de  TRIzol
®

 

(15596-026 Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante para la 

extracción del ARN.  

La concentración final de ARN obtenida se cuantificó por espectrofotometría 

utilizando el lector de placas micro-placas Synergy HT de Biotek
®

.  
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Para el análisis de la expresión génica de las muestras, en todos los casos, se 

obtuvo el ADNc a partir de 1μg de ARN mediante la transcriptasa inversa Mu-

MLV (# 3022-1 Lucigen).  

 

1.3 Amplificación por PCR 

Para las amplificaciones llevadas a cabo en este trabajo se empleó la enzima 

Q5 Polimerasa (Ref. M0491L, New England Biolabs). Para la mezcla de reacción 

se emplearon dNTPs a 250µM, oligos directo y reverso a una concentración de 

2µM y 1µg de ADNc. La cantidad de enzima empleada fue 0,5µL. 

Las condiciones de PCR fueron: 

 

 
Tabla 1. Oligonucleótidos específicos usados para la PCR. F: Directo, R: Reverso 
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1.4 Purificación de fragmentos amplificados por PCR 

Para separar los diferentes fragmentos de ADN por tamaños y purificar el de 

interés, las muestras de ADN se corrieron en un gel de agarosa al 0,8% y las 

bandas se separaron por electroforesis.  

La visualización de las bandas se llevó a cabo en un transluminador con luz 

UV. Tras la localización de la banda de interés, se recortó con un bisturí y se pasó 

a un tubo de 1,5mL para su posterior purificación.  

Para la purificación del ADN contenido en el gel de agarosa se empleó el kit 

Nucleo Spin Gel and PCR clean up (Machery Nagel Ref: 740609.250) siguiendo 

las indicaciones del fabricante.  

 

1.5 Clonación por recombinación  

Los insertos fueron introducidos en los plásmidos por el método de 

recombinación. Para ello previamente los plásmidos fueron digeridos con la 

enzima de restricción BamH1. Para llevar a cabo la reacción de restricción, se 

incubó durante 1h 30min a 37°C. 

 

Una vez concluida la restricción, el producto de reacción fue separado en un 

gel de agarosa y la banda correspondiente al ADN digerido fue purificado 

mediante el kit indicado anteriormente.   

Tras obtener los insertos y los plásmidos, se empleó una relación 1:2 

plásmido/inserto para llevar a cabo la reacción de recombinación. En este caso se 
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emplearon 50ng de plásmido y 100ng de inserto, en un volumen final de 10µL (en 

agua). 

 

1.6 Comprobación de clones positivos y secuenciación 

En este trabajo la transformación se realizó mediante un choque térmico en 

células DH5α competentes producidas en el laboratorio.  

Tras la transformación con los plásmidos, se inoculó una colonia aislada en 3 

mL de medio LB líquido (pre-cultivo) con el antibiótico adecuado y se mantuvo 

durante 8 horas a 37 °C en agitación. Posteriormente se inocularon 1,5 mL de este 

precultivo en 500 mL de medio LB durante 16 h.  

Para el aislamiento y purificación del ADN se empleó el kit Nucleo Spin 

Plasmid EasyPure (Ref. 740727.250, Macherey nagel) para obtención de 

cantidades pequeñas de ADN, o Nucleo Bon Xtra Maxi (Ref.740414.50, Macherey 

nagel) para cantidades mayores. 

Para la comprobación de clones positivos, las muestras fueron secuenciadas en 

el servicio de Unidad Genómica de la Universidad de Barcelona (CCiT). 
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2. LÍNEAS CELULARES 

En este trabajo se han utilizado diferentes líneas celulares: 

HEK293T: derivan de riñón humano embrionario. Han sido empleadas para la 

fabricación de lentivirus, y estudios de FRET. Obtenidas del servicio de la 

Universidad Autónoma de Barcelona. 

HeLa: derivan de cáncer cervicouterino humano. Han sido empleadas para 

estudios de estructuras celulares y transporte intracelular. Fueron cedidas por el Dr. 

Harald Stenmark (Centro de Investigación del Cáncer, Facultad de Medicina, 

Universidad de Oslo) 

SH-S5Y5: derivan de neuroblastoma humano. Han sido empleadas para obtener 

ARN y obtener los genes para las construcciones de FRET. Obtenidas de ATCC 

(www.ATCC.org). 

En todos los casos las células han sido mantenidas a 37°C y con un 5% de CO2 

y cultivadas en medio de crecimiento completo DMEM (Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium, E15-009 PAA) con alto contenido de glucosa (4,5 g/L), 10% de 

suero fetal bovino (FBS) inactivado por calor, 100 U/mL de penicilina, 100 μg/mL 

de estreptomicina y 2 mM de glutaMAX™ (#35050 Life Technologies). 

 

2. 1 Transfección 

En este trabajo se han empleado diferentes métodos de transfección, según el 

tipo celular y la eficiencia requerida. 

FuGENE® HD (Ref. E2311 Promega): este método fue empleado para transfectar 

con dos plásmidos simultáneamente las células HeLa con el objetivo de 

incrementar la eficiencia de transfección. Se siguió el protocolo facilitado por el 

fabricante para esta línea celular.  
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Fosfato cálcico: fue empleado para la transfección de células HEK293T, tanto para 

la producción de lentivirus como para la técnica de FRET (ambas técnicas se 

detallan en el capítulo siguiente).  

 

2. 2 Obtención de lentivirus 

El objetivo de fabricar virus para la sobreexpresión de CPT1C fue mejorar la 

eficiencia de la transfección en neuronas corticales en cultivo. 

En esta aproximación se han empleado dos plásmidos: el vector pWpi y pWpi-

CPT1C (Figura 12). Los lentivirus son virus de la familia Retroviridae, cuyo 

genoma se basa en ARN, replicándose a través de la formación de un ADN 

provisional mediante retrotranscripción. Los retrovirus dependen de transcriptasas 

inversas para llevar a cabo esta retrotranscripción y de integrasas para que su ADN 

sea insertado en el genoma de las células huésped. De esta manera el material 

genético introducido es integrado y heredado por las células hijas, aunque los 

lentivirus ofrecen la ventaja de ser altamente eficientes no solo en células que se 

dividen, sino también en células que no están destinadas a dividirse como las 

neuronas. Sin embargo los lentivirus no tienen la capacidad de autorreplicarse por 

lo que una célula infectada no es capaz de generar más virones. 
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Figura 12. Mapa del plásmido pWpi. CPT1C fue introducida en el vector en el lugar de 

restricción para  PmeI. 
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A. Producción  

Para la generación de lentivirus, además del vector lentiviral (pWpi) también 

son necesarios un vector de empaquetamiento vírico (cápside) y otro de envoltura 

vírica que permite la fusión con la membrana de la célula huésped para introducir 

la cápside que contiene el genoma. Los vectores de empaquetamineto vírico 

utilizados fueron psPAX2 (#12260 Addgene) y pMD2.G (#12259 Addgene). El 

protocolo seguido fue el siguiente:  

Preparación de las células HEK293T para la transfección. El día anterior a la 

transfección se sembraron 4 x 10
6
celulas/pocillo en placas de cultivo de 100mm (3 

placas por cada plásmido), con el fin de alcanzar el 80% de confluencia en el 

momento de la transfección. 

Transfección con fosfato cálcico. 2 h antes de la transfección se eliminó el medio y 

se añadieron 10 mL de medio fresco por placa. Para transfectar 3 placas, se 

preparó la mezcla en el siguiente orden: 

 

Es importante que el HeBS se añada gota a gota y con la placa en agitación 

con vortex (asegurando la formación de un precipitado óptimo para la 

transfección), y dejar el precipitado a temperatura ambiente 20 minutos. A 

continuación se añadió gota a gota 1,5 mL de la mezcla por placa.  
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A la mañana siguiente se aspiró el medio y se añadió lentamente 5 ml de medio 

fresco y se dejó incubar durante 8 horas a 37°C. 

Recogida de medios de cultivo. Se recogió el medio de cultivo en un tubo de 50 

mL y se almacenaron a 4°C. Seguidamente se añadieron 5 ml de medio fresco y se 

incubó entre 8-12 horas. Los sobrenadantes pueden ser recuperados 2 o 3 veces, 

cada 8-12 horas en un mismo tubo que es mantenido a 4°C hasta que finalice el 

periodo de recogida. 

Concentración de sobrenadantes. Para la concentración se usaron tubos 

concentradores de Sartorius (Ref. VS2042). Se siguió las recomendaciones del 

fabricante hasta conseguir reducirlo a un volumen final de 200µL. 

B. Infección de células para la titulación vírica 

La titulación vírica se realiza con el objetivo de conocer la concentración de 

virus en un volumen. Para ello se emplean una serie de diluciones para obtener la 

información cuantitativa. El título se corresponde con el factor de dilución más alto 

que es capaz de producir virus. El protocolo seguido fue el siguiente: 

Día 1: sembrar 4x10
4
 cél/pocillo en placas P24. 

Día 2:  

 1. Contar las células de dos pocillos y hacer la media, para conocer el valor 

real de células que serán infectadas. 

 2. Transducir las células con 8 diluciones seriadas 1:2. 

 3. Dejar un pocillo sin virus como control negativo de la transducción.  

Día 3: añadir 1mL de medio de cultivo a cada pocillo. 

Día 5: recoger las células para analizarlas por citometría de flujo. 
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C. Titulación viral 

La citometría de flujo es una técnica que nos permite la identificación de 

distintos tipos celulares en función de su tamaño y complejidad. La técnica de 

FACS (del inglés fluorescent- activated cell sorting) es un tipo especializado de 

citometría que nos permite además la detección de aquellas células que emiten 

fluorescencia. Las células recogidas fueron analizadas en un citómetro de flujo de 

nuestro laboratorio (BD FACSalibur™) obteniendo el número de células 

infectadas (aquellas que emiten fluorescencia debido a la introducción de GFP)  

presentes en la mezcla.  

Los datos proporcionados por el citómetro fueron analizados con el programa 

WinMDI de modo que para cada muestra se pudo calcular el porcentaje de células 

GFP positivas y negativas. A partir de estos valores se generó la curva de 

diluciones y se calculó la concentración de virus en unidades de transducción por 

mililitro (TU/mL) mediante la siguiente fórmula: 

 

 

Reactivos: 

1
Tampon TE 1X pH 8: 10mM Tris-HCl pH8, 1mM EDTA pH 8. 

2
Agua tamponada: agua MQ suplementada con 2,5mM HEPES pH 7,3.  

3
2X HeBS (HEPES Buffered Saline): Para 1L de H2O se añadió: 280mM NaCl, 

50mM HEPES, 1,5mM Na2HPO٠2H2O. Se ajustó el pH a 7 con 5M NaOH.  
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3. CUANTIFICACIÓN Y DETECCIÓN DE PROTEÍNAS  

3.1  Extracción y cuantificación de proteínas 

Para la extracción de proteínas a partir de células en cultivo, se retiró el medio 

de cultivo y se lavó dos veces con PBS 1X. Las células se recogieron con 
1
tampón 

de lisis suplementado con 
2
inhibidores de proteasas y de 

3
fosfatasas en caso 

necesario. Las células recogidas se mantuvieron en agitación durante 30 min a 

4°C.  Posteriormente se centrifugaron a 12.000 rpm a 4°C para eliminar los restos 

celulares, y los extractos  se almacenaron a -20°C. 

La cuantificación de la concentración proteica de las muestras se realizó 

siguiendo las instrucciones del kit BCA Protein-Assay (Pierce BCA Protein Assay 

Kit. Ref 23227 Thermo Fisher). 

 

Reactivos: 

1
Tampon de lisis: Tris 20mM pH 7,4, EDTA 5mM, Np-40 1%, NaCl 150mM. 

2
Inhibidores de proteasas: Pierce™ Proteasa Inhibitor Tablets #8826 Thermo 

Scientific 

3
Inhibidores de fosfatasas: Pierce ™ Phosphatase Inhibitor Mini Tablets #88667 

Thermo Scientific. 

 

3.2  Western Blot 

Para la separación electroforética se emplearon geles de acrilamida 

comerciales al 10% (Ref. 5671034 Bio-Rad). La electrotransferencia se realizó a 

400 mA durante 1h 30 min a 4°C. Se emplearon membranas de PVDF, 

previamente activadas con metanol. Posteriormente el bloqueo se realizó en leche 

desgrasada al 5% disuelta en TBS con 0,1% de Tween 20. Todos los anticuerpos 

primarios (Tabla 2) empleados en este trabajo fueron incubados durante la noche a 

4°C en agitación. La incubación con los anticuerpos secundarios (Tabla 2) se 
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realizó durante una hora a temperatura ambiente a una dilución 1:10.000. La 

detección de los anticuerpos secundarios unidos a HRP (del inglés Horseradish 

Peroxidase) se realizó mediante quimioluminiscencia, usando el sustrato Luminata 

Forte WBLUF0500 Millipore. En algunos casos en los que la señal era más débil, 

se usó SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate, 34095 Sigma). 

 

3.3 Inmunofluorescencia 

Para los ensayos de inmunofluorescencia, las células fueron fijadas con 

paraformaldehído (PFA) al 4% durante 10 minutos a 4°C. Posteriormente se 

incubaron en solución de bloqueo con suero de cabra al 10% y tritón al 0.1% en 

PBS durante 1h a temperatura ambiente. En todos los casos la incubación con los 

anticuerpos primarios (Tabla 2) se realizó durante toda la noche a 4 °C. Para los 

anticuerpos secundarios se empleó una dilución 1:1000 en solución de bloqueo, y 

fueron incubados durante 1h a temperatura ambiente en condiciones de humedad y 

oscuridad. Tras la incubación con el anticuerpo secundario (Tabla 2) se incubó 

durante 5 min con Hoechst 33342 diluido 1:1000 en PBS. Posteriormente las 

preparaciones fueron montadas en portaobjetos utilizando como medio de montaje 

Fluoromount-G® (#0100-01 Southern Biotech). 
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Tabla 2. Anticuerpos empleados para western blot e IF.  



MATERIALES Y MÉTODOS 

61 

 

4. INTERACCIÓN DE PROTEÍNAS 

 Técnica de FRET (Transferencia de Energía por Resonancia Fluorescente) 

Para el estudio de la interacción de proteínas se empleó la técnica de 

transferencia de energía por resonancia fluorescente (FRET). Esta técnica está 

basada en la transferencia de energía no radiante, sin absorción ni emisión de 

fotones, desde un fluoróforo en estado de excitación (donador) a otro cercano 

(aceptor). La transferencia de energía se relaciona directamente con la distancia (r) 

de separación entre el donador y el aceptor. 

 

La resolución de FRET viene definida por “R0” que normalmente es menor a 

10-70Å. R0 depende de la extensión del solapamiento entre el espectro de emisión 

del donador y el de excitación del aceptor, el rendimiento cuántico del donador, y 

la orientación relativa entre el donador y el aceptor. Para que se produzca el 

fenómeno de FRET la distancia entre el donador y el aceptor debe ser entre 1 y 10 

nm, y los espectros de emisión del donador y el de excitación del aceptor han de 

solaparse (Figura 13). 
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Existen diferentes tipos de medidas de FRET. En este trabajo la medida de 

FRET empleada ha sido por photobleaching del aceptor, es decir, fotodestrucción 

del fluoróforo aceptor. En este tipo de medida se evalúa el cambio de intensidad de 

señal de la molécula donadora (Figura 14). Si la aproximación de las dos 

moléculas es inferior a 10 nm se observa un incremento de la intensidad de señal 

en el donador tras la fotodestrucción del aceptor. 

Figura 13. Condiciones para que se 

produzca FRET. A) Si la distancia es 

superior a 10nm entre el donador y 

aceptor, no se producirá FRET. B) Si la 

distancia entre donador y aceptor está por 

debajo de 10 nm se produce FRET, 

indicando interacción entre ambas 

moléculas. C) El solapamiento de los 

espectros, el de emisión del donador y el 

de excitación del aceptor, es necesario 

para que se produzca el fenómeno de  

FRET. 
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Protocolo  

La línea celular empleada en esta técnica fue HEK293T. Se sembraron 30.000 

cél/pocillo en placas P24, sobre cubreobjetos tratados previamente 1 h a 37°C con 

poli-L-Lisina. 

A las 24 horas se llevó a cabo la transfección con CaCl2, (tal y como se describe 

en el apartado 2.3.A) ajustando los volúmenes para placas de 24 pocillos.  

Las células se fijaron a las 24 h de la transfección con PFA al 4%. Para el 

montaje de las preparaciones en portaobjetos se empleó Prolong Diamond 

Antifade (Ref: P36970). 

Los estudios de FRET se llevaron a cabo en el Servicio de Microscopía de la 

UB. 

Figura 14. Medida de FRET por el método de fotodestrucción del aceptor. Se mide 

inicialmente la intensidad emitida por el donador y el aceptor. Se lleva a cabo la 

fotodestrucción (bleaching) del aceptor, y se vuelve a medir la intensidad de la señal emitida 

por el donador. Si hay FRET positivo la intensidad final tiene que ser mayor a la inicial. 
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5. CULTIVOS PRIMARIOS DE NEURONAS CORTICALES 

Se emplearon cultivos primarios de neuronas corticales de embriones de 16 

días de gestación de ratones C57BL/6J salvajes y deficientes de CPT1C. 

El protocolo que se siguió fue el siguiente: 

1. Tratamiento de cubreobjetos y placas. Los cubreobjetos fueron tratados con 

poly-D-Lisina para asegurar la adherencia de las células a la superficie. La 

concentración utilizada fue de 100 μg/mL para cubreobjetos y 50 μg/mL para 

placas multipocillos P6. Se incubaron durante 1h a 37 °C y después se lavaron con 

PBS 1X. 

2. Procesamiento del tejido.  

- Las cortezas cerebrales se recogieron en la 
2
solución 1 y se centrifugó 30s a 1500 

rpm. 

- Se aspiró el sobrenadante y se añadió la 
3
solución 2 sobre el precipitado. Se 

mantuvo durante 10 min a 37°C. 

- Se añadió sobre la solución 2 la 
5
solución 4 para inactivar la tripsina y se 

centrifugó 30 s a 1500rpm. 

- El precipitado se resuspendió con pipeta pasteur en la 
4
solución 3.  

- Las células se pasaron por un filtro de nailon (Tela Sefar NITEX #3A03-0041-

108-00) y se pasaron al tubo con la 
6
solución 5. Se centrifugaron 5 min a 1000 

rpm. 

- Se eliminó el sobrenadante y se resuspendió en 15 mL de 
7
medio completo.  

3. Siembra de células. El número de células sembradas fue 5x10
5 

cel/pocillo para 

placas p6 multipocillos y 5x10
4  

cél/pocillo para multipocillos P24. La siembra se 

realizó en medio completo. 
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4. Aislamiento de neuronas. Para favorecer el crecimiento de neuronas y eliminar 

otros tipos celulares se empleó medio 
8
neurobasal suplementado, a las 4 horas 

después de sembrar. Se cambió el medio cada 3 días.  

Reactivos: 

KBR 10X (Krebs-Ringer Buffer 10x): para  500 mL de H2O Milliq: 17,7 g NaCl, 

0,9 g KCl, 0,415 g KH2PO4, 5,35 g NaHCO3 y 6,43 g Glucosa. 

1
PBS 1X suplementado con glucosa 30% y 100U/mL Penicilina y 100µg/mL 

Estreptomicina. 

2
Solución 1: 50 mL KBR 1X, 0,15 g BSA, 400 μL MgSO4٠7H2O 3,8%. 

3
Solución 2: 10 mL de solución 1 y 2,5 mg de tripsina (Sigma). 

4
Solución 3: 10 mL de solución 1, 0,8mg DNAsa (Sigma), 5,2 mg Inhibidor de 

tripsina (Sigma) y 100 μL MgSO4٠7H2O 3,8%. 

5
Solución 4: 8,4 mL solución 1 y 1,6 mL solución 3. 

6
Solución 5: 5 mL solución 1, 40 μL MgSO4٠7H2O 3,8% y 6 μL CaCl2٠2H2O. 

7
Medio completo: DMEM, 10% FBS inactivado por calor, 100U/mL Penicilina y 

100µg/mL Estreptomicina, 4 mM de glutaMAX™. 

8
Medio Neurobasal suplementado: Neurobasal (Ref. 21103-049 Gibco), B27 1X 

(Ref. 17504-044 Gibco), 100U/mL Penicilina y 100µg/mL Estreptomicina. 

 

5.1 Genotipado  

Para los cultivos primarios de neuronas corticales empleados en este trabajo se 

utilizaron animales salvajes y deficientes de CPT1C. Para verificar el genotipo de 

los animales, se analizó el ADN obtenido de las colas por PCR, utilizando 

simultáneamente 3 cebadores específicos que permiten la identificación tanto de 
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los homocigotos como de los heterocigotos. La secuencia de los oligonucleótidos 

empleados fueron:  

Directo:  KOF9: 5’- GAGTCAGCCATGACCCGACTGTTG- 3’  

Reverso: KOR1: 5’- CCGGTAGAATTGACCTGCAGGGGC-3’  

Reverso: KOR9: 5’- CGCTAAAGCCCAGACAGAACACAC-3’  
 

 

6. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

El análisis estadístico se realizó con el programa GraphPad Prism5. Los 

resultados obtenidos se expresan como el promedio ±SEM. El análisis comparativo 

de los resultados obtenidos se realizó utilizando el test estadístico ANOVA. Con p-

valor menor a 0,05 se considera que existen diferencias significativas entre las 

muestras.
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1. PAPEL DE CPT1C EN EL CRECIMIENTO AXONAL Y DESARROLLO 

DENDRÍTICO 

Rinaldi y colaboradores en 2015 publicaron un artículo en el que se describía 

una familia italiana que presentaba PEH debido a una mutación en CPT1C. Esta 

enfermedad, como se ha descrito anteriormente, se produce por una alteración en 

el tracto corticoespinal, afectando principalmente al crecimiento y desarrollo de 

neuronas corticales. Estudios previos en nuestro laboratorio habían demostrado 

que los ratones deficientes de CPT1C presentaban alteraciones motoras.  

Con estos datos previos, se decidió estudiar el papel de CPT1C en el crecimiento 

axonal y desarrollo dendrítico. Para ello se emplearon cultivos primarios de 

neuronas corticales de ratones salvajes (WT) y ratones deficientes de CPT1C (KO 

CPT1C). También se estudió si la sobreexpresión de CPT1C en neuronas de 

ratones WT presentaba algún efecto, y para ello se emplearon construcciones 

víricas con CPT1C o EV (vector vacío, empty vector). Para algunos estudios 

también se empleó la sobreexpresión de CPT1C
M589S

, una versión mutada de 

CPT1C desarrollada en nuestro laboratorio, en la cual la metionina en la posición 

589 se cambió por una serina. Como resultado de esta mutación la proteína pierde 

la capacidad de unir malonil-CoA. Esta mutación fue desarrollada previamente por 

Morillas y colaboradores para CPT1A, isoforma en la que se comprobó que perdía 

la capacidad de unión a malonil-CoA pero seguía manteniendo la actividad (Go et 

al. 2003) . 

1.1 Papel de CPT1C en el crecimiento axonal. 

El estudio del crecimiento axonal se llevó a cabo por inmunofluorescencia con 

un marcador axonal, anti-neurofilamento (anti-SMI312), en neuronas corticales 

procedente de ratones WT y KO CPT1C a los 4 días de cultivo. Se decidió fijar las 

células a los 4 días, cuando las neuronas ya presentan un axón desarrollado. 

La Figura 15B muestra cómo las neuronas KO CPT1C presentan una 

disminución en el crecimiento axonal respecto a las WT. Esta disminución también 

se observa en las neuronas en las que se sobreexpresa CPT1C
M589S

 (WT+ 
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CPT1C
M589S

) en comparación con las que contienen el EV (WT+EV). En cambio 

cuando sobreexpresamos la forma salvaje de CPT1C (WT+CPT1C) no se observan 

cambios.  

En la representación de la distribución de los axones por tamaño (Figura 15C-

D) se observa que en neuronas KO CPT1C hay un desplazamiento hacia la 

izquierda, indicando que hay mayor número de neuronas con axones más cortos 

que en las neuronas WT. La sobreexpresión de CPT1C apenas tiene efecto 

respecto al EV, mientras que la CPT1C
M589S

 presenta un patrón similar al KO 

CPT1C. 

Estos resultados indican que CPT1C es necesaria para el correcto crecimiento 

axonal, y  además tiene que mantener intacto el lugar de unión a malonil-CoA, ya 

que en el caso de CPT1C
M589S

, que no une malonil-CoA, se observa un efecto 

similar al producido en neuronas KO CPT1C.  
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Figura 15. CPT1C es necesaria para el correcto crecimiento axonal. A) Imágenes 

representativas de inmunofluorescencia de neuronas corticales de animales salvajes (WT) y  

deficientes de CPT1C (KO), y neuronas WT infectadas con lentivirus conteniendo el vector vacío 

(WT+EV) o en las que se ha sobreexpresado CPT1C (WT+CPT1C) o CPT1C
M589S

 

(WT+CPT1C
M589S

). B) Cuantificación de la longitud axonal. Se analizaron 100 células por 

condición, con el programa NisElement (NIKON). C) Cuantificación de la longitud axonal por 

intervalos de tamaños. Los resultados se muestran como promedio ± SEM. ***p<0,001, **p<0,01 

n.s: no significativo. La barra de escala equivale a 50 µm. Se utilizó un microscopio NIKON  

Eclipse Ti con una cámara Andor CCD clara. El objetivo empleado fue 60X.  
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1.2  Papel de CPT1C en la ramificación dendrítica. 

Para completar los resultados obtenidos en el punto anterior se decidió estudiar 

si CPT1C, además de estar involucrada en el desarrollo axonal, también podía 

tener un efecto sobre la ramificación dendrítica.  

Este estudio se llevó a cabo en neuronas fijadas tras 4 días de cultivo mediante 

inmunofluorescencia con anti-calreticulina como marcador de dendritas. Para la 

cuantificación de estos experimentos se empleó el sistema de radios concéntricos. 

Se establecieron radios consecutivos separados 10 µm, y se cuantificó el número 

de cruces para cada uno de los radios. 

En la figura 16 se observa que las neuronas KO CPT1C presentan una 

disminución del árbol dendrítico respecto a las WT. Al sobreexpresar CPT1C en 

neuronas WT (WT+CPT1C) no se observan cambios con respecto a las que 

contienen el EV (WT+EV).  

Estos resultados muestran que CPT1C es necesaria para el correcto desarrollo 

del árbol dendrítico. 
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Figura 16. CPT1C es necesaria para la correcta formación del árbol dendrítico. A) La 

ramificación dendrítica fue calculada por el sistema de radios. Se cuantificó el número de cruces 

por radios separados 10µm. B) Imágenes representativas de inmunofluorescencia con anti-

calreticulina. Bajo ellas se muestra el dibujo del esqueleto de una neurona representativo para 

cada condición. C-D) Cuantificación del número de cruces por radios. Se analizaron 100 células 

por condición, con el programa NIS-Elements (NIKON). Los resultados se muestran como 

promedio ± SEM.  *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Las diferencias entre WT+EV y 

WT+CPT1C no fueron significativas. Las imágenes se realizaron con un microscopio NIKON 

Eclipse Ti con una cámara Andor CCD clara. El objetivo empleado fue 60X. 
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1.3 Implicación de CPT1C en la polarización celular. 

El crecimiento del axón desde el soma en neuronas se conoce con el nombre de 

polarización. Es el primer paso en la formación y función de la red neuronal. Este 

proceso comienza con una extensión rápida de una neurita simple para producir 

posteriormente el axón.  

Los resultados obtenidos en los puntos anteriores muestran la importancia de 

CPT1C en el crecimiento axonal, por ello nos planteamos si esta disminución de la 

longitud es en realidad un reflejo de una disminución o déficit en el proceso de 

polarización. Para ello, en las mismas condiciones de los experimentos anteriores, 

se cuantificó el porcentaje de células polarizadas (con axón) y el de células sin 

ramificar (sin axón ni dendritas), a los 4 días de cultivo. 

Como se muestra en la Figura 17A el porcentaje de células WT en cultivo 

polarizadas es significativamente superior al de las células KO CPT1C. Cuando se 

cuantificó el porcentaje de células sin ramificar (Figura 17B) se observó un 

incremento en las células KO CPT1C. Los datos obtenidos nos muestran que 

CPT1C es importante para la previa polarización celular y posterior longitud y 

ramificación axonal.  

 

 

 

 

Figura 17. CPT1C es necesaria para la correcta polarización y ramificación neuronal. A) 

Cuantificación del porcentaje de células polarizadas (con axón) en cultivo de WT y KO CPT1C. 

B) Cuantificación del porcentaje de células sin ramificar (sin axón ni dendritas) en WT y KO 

CPT1C. Se analizaron 100 células por condición, con el programa NISElements (NIKON). Los 

resultados se muestran como promedio ± SEM. ***p<0,001, *p<0,05. Las imágenes se 

realizaron con un microscopio NIKON Eclipse Ti con una cámara Andor CCD clara. El objetivo 

empleado fue 60X. 
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1.4  Reversión del crecimiento axonal en neuronas KO CPT1C. 

Para completar estos resultados y esclarecer si estos cambios en el desarrollo 

axonal y dendrítico eran directamente dependientes de CPT1C y de su capacidad 

de unión a malonil-CoA se decidió sobreexpresar CPT1C y CPT1C
M589S

, y 

estudiar si este déficit era revertido. Para ello se sobreexpresó la forma salvaje de 

CPT1C (KO+CPT1C) o la CPT1C
M589S 

(KO+CPT1C
M589S

) a los 2 días de cultivo 

en neuronas deficientes de CPT1C. Las células fueron fijadas a los 4 días de 

cultivo, como en los experimentos anteriores. 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Reversión del crecimiento axonal en neuronas KO CPT1C. A) Imágenes 

representativas de inmunofluorescencia en neuronas corticales KO CPT1C en las que se ha 

sobreexpresado CPT1C mediante infección con lentivirus que co-expresan GFP o bien con el 

vector vacío (EV) como control. En verde se muestra la señal de GFP procedente de las células 

transducidas, y en rojo el marcaje por neurofilamento (anti-SMI312). B) Cuantificación de la 

longitud axonal en neuronas WT sin infectar o WT con el vector vacío (WT+EV), y en neuronas 

deficientes de CPT1C con el vector vacío o sobreexpresando la forma salvaje o mutada de CPT1C 

(KO+CPT1C y KO+CPT1C
M589S

respectivamente). Se analizaron 120 células por condición, con el 

programa NISElements (NIKON). Los resultados son representados como promedio ± SEM. 

***p<0,001 respecto al WT. # p<0,05 y n.s: no significativo, respecto a KO+EV. C) Longitud 

axonal por intervalos. La barra de escala equivale a 50 µm. NIKON  Eclipse Ti con una cámara 

Andor CCD clara. El objetivo empleado fue 60X. 
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Cuando se sobreexpresa CPT1C en neuronas KO, hay un aumento significativo 

del crecimiento axonal. Este efecto no es observado cuando se sobreexpresa 

CPT1C
M589S 

(Figura 18B). Además, en la Figura 18C  en la que se representan los 

axones por intervalos de tamaño, al sobreexpresar CPT1C se observa la gráfica 

desplazada hacia la derecha, es decir hacia los axones más largos. 

Estos resultados confirman que CPT1C es necesaria para el correcto 

crecimiento axonal, y este crecimiento es dependiente de la capacidad de unión de 

malonil-CoA a CPT1C, puesto que la sobreexpresión de CPT1C
M589S

 en neuronas 

KO CPT1C no es capaz de recuperar el crecimiento axonal. 

 

1.5  Papel de CPT1C en el crecimiento axonal en relación con el estado 

energético.  

La biosíntesis de las estructuras celulares necesarias para la polarización y 

posterior crecimiento axonal necesita de una coordinación con el estado energético 

de la célula. Se ha descrito que AMPK (Proteína Kinasa Activada por AMP) es un 

sensor energético responsable del mantenimiento de la homeostasis energética en 

células eucariotas, y juega un papel importante en la iniciación del crecimiento 

axonal.  

En los apartados anteriores hemos descrito la importancia de CPT1C y la unión 

de malonil-CoA en el crecimiento axonal y polarización. Teniendo en cuenta que 

la concentración de malonil-CoA disminuye en respuesta a la activación de AMPK 

(Jiang et al. 2016), decidimos estudiar si las neuronas KO CPT1C, que presentan 

alteraciones en la polaridad neuronal, presentaban una respuesta alterada a la 

señalización de AMPK en relación al crecimiento axonal.  

Para ello se trataron las células con AICAR (5- aminoimidazol 4- carboxamida) 

un agonista de AMPK y se analizó la longitud axonal. AICAR activa directamente 

a AMPK produciendo su fosforilación e inhibiendo de este modo a la  ACC 
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(acetil-CoA carboxilasa) y dando lugar a una disminución de los niveles de 

malonil-CoA (Jiang et al. 2016).  

Mediante western blot se analizó el nivel de fosforilación de AMPK tras el 

tratamiento con AICAR tanto en neuronas procedentes de animales WT como de 

animales KO de CTP1C. En la figura 19B se observa una activación de AMPK en 

neuronas WT en respuesta al tratamiento con AICAR. En el caso de las neuronas 

KO de CPT1C esta activación no fue estadísticamente significativa aunque tal y 

como se muestra en la figura se observó una clara tendencia. Observamos que las 

neuronas WT tratadas con AICAR presentan una disminución en la longitud 

axonal en comparación con las no tratadas. Sin embargo, en el caso de las 

neuronas KO CPT1C no se producen cambios tras el tratamiento, lo que nos indica 

que no responden a la activación de AMPK (figura 19C).  

Con los datos obtenidos se puede afirmar que CPT1C participa en el 

crecimiento axonal y esta actividad es dependiente de la unión a malonil-CoA. 
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Figura 19. Las neuronas KO CPT1C no responden a un déficit energético. A) Western Blot 

de muestras de proteínas procedentes de neuronas WT y KO tratadas con AICAR 2,5 mM a las 72 

h de ser sembradas y recogidas 24 h después. Las membranas se incubaron con anti- fosfoAMPK 

(pAMPK) y con AMPK total. B) Cuantificación de los niveles de pAMPK normalizados con 

AMPK total. C) Cuantificación de la longitud axonal. Los resultados son representados como 

promedio ± SEM. **p<0,01 *** p<0,001 ns: no significativo. 
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1.6 Implicación de CPT1C en el desarrollo y morfología de los conos de 

crecimiento. 

CPT1 interacciona con atlastina-1 (Rinaldi et al. 2015), una proteína que se 

encuentra localizada en el soma, el axón y los conos de crecimiento (Zhu et al. 

2006) y que es importante para el dinamismo del citoesqueleto durante el 

desarrollo del axón. Nos preguntamos por tanto si CPT1C puede tener algún papel 

en esta función de la atlastina-1 y estar controlando de algún modo el crecimiento 

de los conos.  

En segundo lugar, se ha descrito que los ratones KO CPT1C tienen alterada la 

respuesta anorexigénica a la leptina en el hipotálamo (Gao et al. 2011). Aunque la 

función mejor conocida de la leptina es su participación en la señalización de 

saciedad en los núcleos hipotalámicos para regular la homeostasis energética, se ha 

descrito además la presencia de receptores de leptina en áreas extrahipotalámicas 

del cerebro, como hipocampo o neocórtex y se ha demostrado su participación en 

la modulación del crecimiento axonal y plasticidad sináptica, ya que es capaz de 

modular la expansión y morfología de los conos de crecimiento, induciendo la 

fosforilación de GAP-43, una proteína asociada a crecimiento neuronal (Valerio et 

al. 2006). Nos planteamos por tanto, si en las neuronas deficientes de CPT1C 

podría encontrase alterada otras funciones relacionadas con la leptina, como es la 

morfología de los conos de crecimiento.     

Para llevar a cabo este estudio se usaron neuronas corticales tanto de animales 

WT como de animales deficientes de CPT1C que fueron tratadas con leptina 100 

ng/mL durante 72h. Se realizó una doble inmunofluorescencia con anti-

neurofilamento (SMI312) y anti-GAP-43, un marcador de conos de crecimiento. 

Se midió el área de los conos y la longitud axonal.  

En la figura 20A puede observarse imágenes al microscopio de los conos de 

crecimiento de neuronas WT y KO CPT1C.  En la figura 20B se representa la 

cuantificación del área de estos conos donde puede observarse que tras el 

tratamiento con leptina tanto las neuronas WT como las KO CPT1C presentan un 
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incremento en el área de los conos de crecimiento. Sin embargo, no se observaron 

diferencias en las neuronas KO CPT1C respecto a las neuronas WT en condiciones 

basales, ni tampoco después del tratamiento con leptina indicando que CPT1C no 

parece estar implicada en la morfología de los conos de crecimiento ni tampoco en 

el crecimiento de los mismos en respuesta a la leptina. Estos resultados se 

confirman al estudiar el área de los conos por intervalos de tamaño (figura 20D). 

En esta figura puede observarse como tras el tratamiento con leptina resulta una 

gráfica desplazada hacia la derecha tanto en animales WT como en CPT1C KO, 

pero no se observa ningún desplazamiento cuando comparamos WT respecto a 

CPT1C KO.  

Adicionalmente quisimos estudiar si la leptina podía tener algún papel en el 

crecimiento axonal y si CPT1C era necesario para el mismo.  Como se muestra en 

la figura 20C, el crecimiento axonal se encontraba disminuido en las neuronas 

deficientes de CPT1C, tal y como ya habíamos demostrado previamente, pero 

dicho crecimiento no se vio afectado por el tratamiento con leptina en ninguno de 

los dos genotipos.  
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Figura 20. La deficiencia de CPT1C no tiene efecto sobre la morfología de los conos de 

crecimiento ni altera la respuesta a la leptina. A) imágenes representativas de conos de 

crecimiento marcados por inmunofluorescencia con anti-GAP-43 (marcador de conos de 

crecimiento) de neuronas corticales WT y KO tratadas con leptina 100 ng/mL. B) Cuantificación 

del área de los conos de crecimiento. C) Longitud axonal de neuronas WT y KO tratadas con 

leptina. D) Cuantificación por intervalos del área de los conos de crecimiento, en las diferentes 

condiciones. Los resultados son representados como promedio ± SEM. **p<0,01, n.s: no 

significativo.  
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1.7  Efecto del ácido oleico sobre el desarrollo axonal en neuronas corticales 

KO CPT1C. 

Se ha descrito que el ácido oleico es sintetizado por los astrocitos para ser 

usado después por las neuronas en la síntesis de fosfolípidos, principalmente en los 

conos de crecimiento, necesarios para la diferenciación y elongación axonal.  Este 

proceso se lleva a cabo mediante la activación de la expresión de GAP-43 por 

activación de la vía PKC (proteína kinasa C) (Medina and Tabernero 2002).  

En el estudio llevado a cabo por Rinaldi y colaboradores se observa que las 

neuronas corticales de ratones KO CPT1C en cultivo presentan una disminución en 

el número de cuerpos lipídicos, y que la sobreexpresión de CPT1C en células 

COS7 produce un incremento en el almacenaje de los mismos (Rinaldi et al. 2015).  

Nos planteamos si esa capacidad de producir cuerpos lipídicos en la célula, 

podría estar relacionada con el crecimiento axonal. Para ello se trataron neuronas 

corticales con dos concentraciones diferentes de oleato (150 y 300 µM) durante 

48h.  

En la figura 21 se muestra la influencia del oleato en el crecimiento axonal. Se 

observa como en las neuronas WT no hay cambios en la longitud axonal, mientras 

que en neuronas KO el oleato es capaz de revertir el déficit en el crecimiento 

axonal. Ello sugiere que en ausencia de CPT1C se produce un déficit de ácidos 

grasos necesarios para el correcto crecimiento axonal.  
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Figura 21. El tratamiento con oleato incrementa la longitud axonal en neuronas KO 

CPT1C. Se trataron neuronas corticales con oleato a diferentes concentraciones (150 o 300 µM) 

durante 48 h. Las barras negras representan las neuronas KO CPT1C y las blancas las WT. Los 

resultados son representados como el promedio ± SEM. ***p<0,001 respecto a WT, ##p<0,01 

respecto a KO CPT1C sin tratar. 
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2 INTERACCIÓN DE CPT1C CON PROTRUDINA 

Dado que CPT1C se encuentra localizada en el RE y que se ha descrito la 

interacción con ATL-1, decidimos estudiar si CPT1C interaccionaba con 

protrudina, otra proteína del RE que interacciona con ATL-1, y cuya posible 

interacción con CPT1C ya ha sido sugerida en un estudio previo (Hashimoto et al. 

2014).  

Para el estudio de esta interacción se utilizó la técnica de FRET, mediante 

photobleaching de la molécula aceptora. Un incremento de fluorescencia de la 

molécula donadora es indicativo de que las dos proteínas están a una distancia 

menor a 10 nm. 

En primer lugar se establecieron unos controles negativos de FRET. Para ello 

se transfectaron células HEK293T con las construcciones de interés por separado, 

con el objetivo de conocer la intensidad de señal del donador en condiciones 

aisladas, es decir, sin presencia de aceptor. Se midió el cambio de intensidad de 

señal antes y después del proceso de photobleaching. En la figura 22 se muestra 

que existen unos valores basales que fueron tomados como negativos en los 

experimentos.  

 

 

 

Figura 22. Controles negativos de FRET. Las células fueron transfectadas con un solo 

plásmido: CPT1C-YFP, protrudina-YFP, CPT1C-CFP  o ATL-1-CFP. Se indica el porcentaje de 

FRET tras el photobleaching. 
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Como control de la técnica se utilizaron tres interacciones conocidas negativas 

y dos positivas. Como negativos se emplearon las interacciones CPT1C - KDEL 

(secuencia de 4 aminoácidos fusionada a la proteína fluorescente CFP, que la 

direcciona al RE), CPT1C – Calnexina (una proteína de RE cuya interacción con 

CPT1C ha sido previamente descartada en nuestro laboratorio mediante ensayos de 

inmunoprecipitación) y CPT1C - Tubulina (una proteína de microtúbulos que no se 

expresa en RE). Como controles positivos se emplearon las interacciones entre 

CPT1C - ATL-1 (Rinaldi et al. 2015), y ATL-1- protrudina (Hashimoto et al. 

2014). 

Tal y como se muestra en la figura 23, las células transfectadas con la 

combinación CPT1C-ALT-1 y ATL-1-protrudina (controles positivos) resultaron 

en un % de FRET significativamente superior al obtenido en los controles 

negativos (CPT1C – KDEL, CPT1C – Calnexina y  CPT1C – Tubulina). El % de 

FRET obtenido en las células transfectadas con CPT1C y protrudina fue muy 

similar a los tres controles positivos utilizados para el estudio. Estos resultados 

indican, por primera vez, que existe una interacción entre CPT1C y protrudina. 
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Figura 23. Interacción de CPT1C con protrudina mediante FRET. Se emplearon células 

HEK293T transfectadas con las diferentes proteínas fusionadas a CFP o YFP. A) Imágenes 

representativas del donador (CFP), que se muestran en rojo, y del aceptor (YFP) que se muestran 

en verde, antes y después del photobleaching del aceptor. B) Cuantificación del porcentaje de 

FRET. Los resultados son representados como promedio de 3 experimentos ± SEM. 
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Figura 24. Condiciones experimentales para ensayos de FRET. A) Condiciones normales de 

cultivo. B) La deprivación de glucosa o el tratamiento con TOFA, disminuyen los niveles de 

malonil-CoA AGCL: ácido graso de cadena larga, ACC: Acetil-CoA carboxilasa, TOFA: (ácido 

5-(tetradeciloxi)-2furoico). 

Papel de malonil-CoA en las interacciones entre CPT1C y otras proteínas de 

RE. 

Ya que se ha propuesto a CPT1C como un posible sensor de malonil-CoA nos 

planteamos si su interacción con otras proteínas del RE podía depender de los 

niveles energéticos de la célula.  

Para conocer si la interacción de CPT1C tanto con ATL-1 como con 

protrudina eran o no dependiente del estado energético de la célula, se realizó de 

nuevo un estudio de FRET en dos situaciones en las que los niveles de malonil 

CoA se encuentran disminuidos; una es en presencia de TOFA (ácido 5-

(tetradeciloxi)-2furoico), un inhibidor de Acetil CoA-carboxilasa (ACC) (Li et al. 

2001) y la otra es en ausencia de glucosa (Herrero et al. 2005) (Figura 24).  
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Como prueba indirecta de la disminución de malonil-CoA en ausencia de 

glucosa, estudiamos el nivel de inactivación de ACC, la enzima encargada de la 

producción de malonil-CoA a partir del acetil-CoA, en nuestras condiciones 

experimentales. Para ello, medimos mediante western blot los niveles de 

fosforilación de ACC. Tal y como puede observarse en la figura 25, en ausencia 

de glucosa la forma inactiva de ACC (p-ACC) se encuentra incrementada respecto 

al total, lo cual es indicativo de una menor producción de malonil-CoA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Incremento de la fosforilación (inactivación) de ACC por deprivación de glucosa. 

Las células fueron incubadas durante 6h con medio DMEM sin glucosa. Se emplearon células 

HEK293T transfectadas con CFP-KDEL y CPT1C-CFP. En la figura se muestra el incremento de 

fosfo-ACC (pACC) respecto a ACC total (ACC). Los resultados son representados como 

promedio ± SEM. ***p<0,001 **p<0,01  
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Figura 26. La unión de malonil-CoA a CPT1C no modifica las interacciones de CPT1C con 

protrudina y ATL-1. Las células fueron tratadas 1 h con TOFA 20 µg/mL o incubadas en medio 

sin glucosa durante 6 h. A- B) Imágenes representativas de células transfectadas con CPT1C-CFP 

e protrudina-YFP o  ATL-1-CFP e CPT1C-YFP antes y después del photobleaching. El cuadrado 

mostrado en las imágenes es el lugar donde se ha realizado el photobleaching. C) Se muestra la 

cuantificación del porcentaje de FRET. Los resultados son representados como promedio ± SEM. 

ns: no significativo  

En la figura 26 pueden observarse los resultados del estudio de FRET respecto 

a la interacción de CPT1C con protrudina o ATL-1, en condiciones normales, en 

presencia de TOFA y en ausencia de glucosa. No encontramos variaciones 

significativas en ninguna de las dos interacciones en las diferentes condiciones. 

Esto indica que la interacción de CPT1C con protrudina o ATL-1, es independiente 

de la unión a malonil-CoA. 
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3 PAPEL DE CPT1C EN LA REGULACIÓN DE ENDOSOMAS TARDÍOS 

(LE). 

En el estudio publicado por Stenmark y colaboradores se muestra que la 

protrudina se localiza en los contactos RE-LE, y juega un papel clave en el 

movimiento anterógrado de los LE. Sin embargo, los reguladores de la función de 

la protrudina son desconocidos (Raiborg et al. 2015). 

Tras confirmar la interacción de CPT1C con protrudina, nos cuestionamos si 

CPT1C podría estar implicada en las funciones de la protrudina, y si la unión de 

malonil-CoA es importante para ello. 

 

3.1 Localización de CPT1C en los contactos RE-LE. 

Se utilizaron células HeLa, que no expresan CPT1C, pero sí protrudina, y se 

transfectaron con las construcciones CFP-KDEL, CPT1C-CFP o CPT1C
M589S

-CFP 

y protrudina-YFP.  

En primer lugar se midió el grado de colocalización entre CPT1C y protrudina 

y se estudió si esta colocalización variaba en el caso de CPT1C
M589S

, es decir, si 

era dependiente de la unión a malonil-CoA. Como control se empleó la secuencia 

KDEL fusionada a CFP, ya que tanto protrudina como CPT1C son proteínas que 

se encuentran localizadas en el RE y por tanto esta colocalización tenía que ser 

positiva. En la figura 27C se muestra cómo la colocalización entre protrudina y 

CPT1C-CFP o CPT1C
M589S

-CFP es positiva, sin variaciones significativas entre 

ellas, indicando por tanto que la colocalización de protrudina y CPT1C es 

independiente de su capacidad de unión a malonil-CoA. 

En segundo lugar, con el fin de conocer si CPT1C formaba parte de los 

contactos RE-LE, se estudió la colocalización de CPT1C con anti-LAMP1, un 

marcador de LE que se encuentra localizado en su membrana. En este caso KDEL 

actuaba como control negativo de colocalización. Los datos obtenidos muestran 

que CPT1C está próximo a los LE (Figura 27A y B) pero no existe colocalización 
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positiva en ninguna de las condiciones (Figura 27D), por lo que podemos afirmar 

que CPT1C no forma parte directamente de los contactos RE-LE.  

En último lugar nos planteamos si CPT1C, mediante su interacción con 

protrudina, podía regular los contactos protrudina-LE. Para ello se estudió cómo la 

colocalización de protrudina y LAMP-1 se puede ver afectada por la 

sobreexpresión de la forma salvaje de CPT1C o CPT1C
M589S

. Los resultados 

mostrados en la figura 27E indican que la sobreexpresión de CPT1C, tanto en su 

forma salvaje como en su forma mutada, no interfieren en la colocalización de 

protrudina con LAMP1 en los contacto RE-LE. 
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Figura 27. CPT1C no colocaliza con el marcador de endosomas tardíos LAMP1. Se 

emplearon células HeLa transfectadas con CPT1C-CFP, CFP-KDEL o CPT1C
M589S

-CFP (Verde) 

y con Protrudina-YFP (Rojo). Los LE se marcaron por immunofluorescencia con anti-LAMP1 

(Blanco). A) Imagen representativa de la localización de CPT1C y LAMP1. B) Imagen 

representativa de la colocalización de CPT1C con protrudina pero no con LAMP1. C) 

Cuantificación de la colocalización entre Protrudina y KDEL, CPT1C o CPT1C
M589S

. D) 

Cuantificación de la colocalización entre LAMP1 y KDEL, CPT1C o CPT1C
M589S

. E) 

Cuantificación de la colocalización entre Protrudina y LAMP1, en células donde se sobreexpresa 

CPT1C o CPT1C
M589S

 (o KDEL como control). Los valores de colocalización se obtuvieron por 

correlación de Pearson. La línea de puntos indica el valor a partir del cual la colocalización es 

positiva. Las imágenes fueron tomadas con un microscopio confocal LSM 780 (Universidad de 

Oslo, Noruega). 
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3.2 Implicación de CPT1C en la localización de los LEs. 

En segundo lugar, estudiamos si CPT1C puede estar implicado en el papel que 

juega la protrudina en la localización de los LEs. Dicha localización se ha 

relacionado con la formación de protrusiones en células HeLa y con el crecimiento 

axonal en PC12.  Para estudiar si CPT1C tiene algún papel en esta función, se 

sobreexpresó la protrudina o bien CPT1C en células HeLa (un tipo celular que no 

expresa CPT1C). Para saber si además la capacidad de unión de CPT1C a malonil- 

CoA puede jugar un papel importante también se usaron células en las que se 

sobreexpresó  CPT1C
M589S

. Las células fueron tratadas con TOFA. Se usó anti-

LAMP1 como marcador de LEs.  

Como observamos en la figura 28B, los LEs presentan una distribución 

periférica sólo al sobreexpresar CPT1C o protrudina, respecto a la distribución 

perinuclear que presentan en condiciones basales (en presencia del vector vacío; 

CFP) o cuando se sobreexpresa CPT1C
M589S

. Al tratar con TOFA y por tanto 

disminuir hipotéticamente los niveles de malonil-CoA en las mismas condiciones, 

sólo observamos un cambio en aquellas células que sobreexpesan CPT1C, en las 

cuales los LEs pasan de una distribución periférica a presentar una localización 

perinuclear. En el caso de la sobreexpresión de protrudina, no se observan cambios 

cuando tratamos con TOFA. 

Dado que la distribución de los LEs era más periférica cuando 

sobreexpresábamos CPT1C o protrudina, nos planteamos si este hecho tendría un 

efecto en la morfología celular. El parámetro de circularidad se mide en intervalo 

de 0 a 1, siendo más próximo a 1 cuanto más circular es la célula. Como se observa 

en la figura 28C-D, las células que tienen sobreexpresada CPT1C, tanto su forma 

salvaje como su forma mutada, no presentan cambios significativos en la 

circularidad ni en el área. Sin embargo cuando tratamos estas células con TOFA 

existe un incremento significativo en la circularidad celular en aquellas que 

sobreexpresan la forma salvaje de CPT1C.  



RESULTADOS 

 

94 

 

Estos resultados muestran que la sobreexpresión de CPT1C promueve una  

localización más periférica de los LEs, y que la unión de CPT1C a malonil-CoA 

parece ser esencial para ello. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. CPT1C favorece la distribución periférica de LEs dependiendo de los niveles de 

malonil-CoA. A) Imágenes representativas de inmunofluorescencia de células Hela marcadas 

con anti-LAMP1 (rojo). En verde se muestra el marcaje de CFP (CPT1C, CPT1C
M589S

 o vector 

vacío) o YFP (protrudina) B) Cuantificación de número de células con presencia de anti-LAMP1 

en la periferia. C) Cuantificación de la circularidad celular. D) cuantificación del área total de las 

células. Se analizaron 150 células por condición, con el programa NisElement (NIKON). Los 

resultados se muestran como promedio ± SEM. ***p<0,001, *p<0,05 ns: no significativo. 

NIKON  Eclipse Ti con una cámara Andor CCD clara. El objetivo empleado fue 60X 
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3.3 Papel de CPT1C en el transporte de LE. 

Por último, estudiamos si CPT1C podría estar implicado en el papel que juega 

la protrudina en el transporte de los LEs.  

 Para ello, se estudió en tiempo real el transporte de estos LEs, en células HeLa 

que están sobreexpresando CPT1C o su forma mutada (CPT1C-CFP, CPT1C
M589S

-

CFP o CFP-KDEL como control). El estudio se llevó a cabo en presencia o 

ausencia de TOFA.  

 Para marcar y poder seguir el movimiento de los LEs se utilizó el marcador de 

LE mcherry-FYCO1 (cedido por el laboratorio del Dr. Harald Stenmark, de la 

Universidad de Oslo). Como se muestra en la figura 29, FYCO1 se encuentra 

localizado en la membrana de los LE. Esta localización es independiente del tipo 

de transporte, es decir, FYCO1 participa de forma activa en el transporte 

anterógrado (desde el soma hacia la periferia celular) mediante su interacción con 

kinesina, pero sigue formando parte de la membrana del LE durante el transporte 

retrógrado (desde la periferia hacia el soma). Por estos motivos, FYCO1 es un 

buen marcador para el estudio del movimiento de los LEs.   

 

 

 

Estos experimentos se llevaron a cabo en células vivas. Se captaron imágenes 

de células FYCO1 positivas, cada 2 s en un tiempo máximo de 2 min. El desarrollo 

de estos experimentos se llevó a cabo en el Centro de Investigación del Cáncer de 

Figura 29. Localización de FYCO-1. Se muestra la 

localización de FYCO-1 en la membrana de los 

endosomas tardíos. Independientemente del tipo de 

transporte (retrogrado o anterógrado) FYCO-1 

permanece anclado a la membrana del endosoma 

tardío. 
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la Universidad de Oslo, con el grupo del Dr. Harald Stenmark.  Para ello se empleó 

el microscopio de alta resolución Delta Vision OMX, GE Healthcare.  

En la figura 30A se representa el trayecto de las vesículas. El análisis del 

movimiento vesicular se realizó diferenciando los LE con movimiento retrógrado y 

anterógrado. Se cuantificó la velocidad de estas vesículas FYCO1 positivas como 

se muestra en la figura 30B. Podemos observar que tanto en el transporte 

retrógrado como anterógrado, la sobreexpersión de CPT1C no afecta a la 

velocidad, indicando que la sobreexpresión de CPT1C no tiene ningún efecto sobre 

la velocidad del transporte. Sin embargo, cuando tratamos con TOFA o 

sobreexpresamos CPT1C
M589S

, la velocidad del transporte anterógrado decrece 

significativamente, mientras que la velocidad del transporte retrógrado no se ve 

afectada. Estos datos sugieren que CPT1C disminuye la velocidad del transporte 

anterógrado cuando no hay unión a malonil-CoA.  

El siguiente parámetro analizado fue la distancia total recorrida por estas 

vesículas (Figura 30C). Al igual que en el caso anterior, la sobreexpresión de 

CPT1C, salvaje o mutada, no afecta a la distancia recorrida en el caso del 

transporte retrógado. Sin embargo cuando analizamos el transporte anterógrado se 

encontró que las vesículas de las células que sobreexpresan CPT1C presentan un 

incremento de la distancia recorrida respecto al control. Este efecto fue bloqueado 

cuando las células se trataron con TOFA, en las cuales se registró una disminución 

significativa de la distancia recorrida por los LE. En el caso de CPT1C
M589S

 el 

tratamiento con TOFA no tuvo ningún efecto, y los valores de la distancia 

recorrida fueron próximos a los de CPT1C tratados con TOFA.  

Por último se analizó la direccionalidad de las vesículas. En la figura 30D se 

observa que las células que tienen CPT1C sobreexpresada no incrementan la 

direccionalidad de las vesículas de forma significativa, sin embargo cuando son 

tratadas con TOFA presentan unos valores de direccionalidad más bajo respecto a 

las células sin tratar. Al sobreexpresa CPT1C
M589S

 el efecto es similar a las células 

CPT1C tratadas con TOFA. Valores de direccionalidad más próximos a 0 indican 

un movimiento vesicular más desordenado (ver esquema Figura 30E).  
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En conjunto, el estudio de todos estos parámetros sobre el movimiento de los 

LE nos indican que en condiciones basales, energéticamente favorables (niveles 

normales de malonil-CoA), la sobreexpresión de CPT1C promueve un movimiento 

vesicular más ordenado en el transporte anterógrado, dando lugar a un incremento 

de la localización de los LEs en la periferia. Sin embargo, en condiciones de estrés 

metabólico (simulados en nuestras condiciones mediante el uso de TOFA, que 

provoca una disminución de malonil-CoA), CPT1C disminuye la velocidad de los 

LEs y hay una pérdida de la direccionalidad. 
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Figura 30. CPT1C participa en el transporte anterógrado de endosomas tardíos. A) 

Representación gráfica del movimiento vesicular. El cruce de las líneas a puntos indica el punto 

de origen de los LE. El signo + representa la dirección del transporte anterógrado y el signo - del 

retrógrado. B) Cuantificación de la velocidad de las vesículas separadas entre movimiento 

retrógrado y anterógrado. C) Distancia total recorrida por las vesículas separadas por tipo de 

transporte. D) Direccionalidad de las vesículas. E) Representación gráfica de la medida de 

direccionalidad. Cuanto más próximo a 1 más directo y ordenado es el movimiento. Las 

imágenes fueron procesadas con ImageJ y analizadas con el programa de Chemotaxis (IBIDI). 

Los resultados son representados como promedio ± SEM. ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05. 
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La función molecular de CPT1C aún es desconocida, ya que la falta de una 

actividad biológica ha obstaculizado los intentos de esclarecer el papel celular y 

fisiológico. 

Los resultados obtenidos en este estudio junto con los datos que hay publicados 

indican que CPT1C tiene una función completamente diferente a la de las otras dos 

isoformas conocidas (CPT1A y CPT1B). Esta hipótesis se basa principalmente en 

que no se encuentra localizada en la mitocondria y que no presenta actividad 

catalítica.  

Las observaciones de que CPT1C se une a malonil-CoA sugieren que podría 

actuar como sensor del metabolismo lipídico en neuronas. Los estudios realizados 

en ratones con ausencia total de CPT1C muestran una amplia gama de trastornos 

cerebrales que incluyen cognición y aprendizaje espacial deteriorados, 

desregulación en la ingesta de alimentos y homeostasis energética, y deficiencias 

motoras. Además, recientemente se ha descrito una mutación humana en CPT1C 

asociada a PEH, cuya causa principal es la axonopatía del tracto corticoespinal. 

En esta tesis doctoral se intenta ampliar los conocimientos sobre la función de 

CPT1C. Por primera vez se relaciona esta proteína con el desarrollo axonal y 

dendrítico, y se demuestra su papel regulador en el transporte de LEs mediante su 

interacción con protrudina.  

Además, en numerosas ocasiones, se ha sugerido que CPT1C debido a su 

capacidad de unión a malonil-CoA, podría actuar como sensor de los niveles 

energéticos de la célula. En este trabajo hemos usado una forma de CPT1C 

portadora de la mutación M589S. Esta mutación se localiza en el dominio de unión 

a malonil-CoA, dominio en el que CPT1C presenta una alta homología con 

CPT1A, isoforma en la que se ha demostrado que la mutación inhibe por completo 

la unión del malonil-CoA. Gracias al uso de esta forma mutada de CPT1C hemos 

podido demostrar en este trabajo la importancia de la unión de malonil-CoA para 

la función de CPT1C en el desarrollo y transporte axonal. 
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1. CPT1C interacciona con protrudina  

Uno de los logros más relevantes en esta tesis doctoral ha sido la demostración 

directa de la interacción entre CPT1C y protrudina. 

En 2014 se publicó un estudio en torno a la protrudina en el que aparecía 

CPT1C como un posible interactor. La protrudina es una proteína situada en la 

membrana del RE que había sido relacionada anteriormente con PEH (Hashimoto 

et al. 2014; Scho et al. 2002). La función mejor descrita de esta proteína, hasta el 

momento, es su papel regulador en el transporte de LEs hacia la periferia celular 

que es importante para el crecimiento axonal o de protrusiones en células no 

polarizas (Raiborg et al. 2015). Aunque se ha descrito su función, no se conoce 

cuál es su mecanismo regulador. Algunos autores han sugerido que requiere un 

sensor lipídico para frenar o favorecer el transporte de LEs hacia la periferia 

celular (Krauß and Haucke 2015). 

En este trabajo hipotetizamos que la función de la protrudina podría estar 

regulada por CPT1C en función de si se encuentra unida o no a malonil-CoA. Los 

niveles de malonil-CoA, como se ha descrito anteriormente, fluctúan dependiendo 

del estado energético de la célula. Cuando las condiciones metabólicas son 

favorables la enzima ACC permite la formación de malonil-CoA a partir de acetil-

CoA. Por el contrario, cuando las condiciones metabólicas son desfavorables se 

produce la fosforilación de AMPK, que inhibe a ACC, produciendo una 

disminución de los niveles de malonil-CoA (Herrero et al. 2005; Brusselmans et al. 

2005; Li et al. 2001). La interacción malonil-CoA/CPT1C podría representar para 

la célula un mecanismo que le permite estar informada sobre la disponibilidad de 

ácidos grasos y de glucosa. 

Tras los resultados obtenidos cuando se disminuyen los niveles de malonil-

CoA mediante la inhibición de la enzima ACC, no se observan cambios en la 

interacción entre CPT1C y protrudina. Sin embargo, sería posible que la 

disminución de los niveles de malonil-CoA, aunque no impida la interacción entre 

ambas proteínas, sí que pueda producir algún tipo de cambio estérico que regule la 
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función de la protrudina, por ejemplo, promoviendo o inhibiendo su interacción 

con otras proteínas.  

Samanta y colaboradores, en 2014, describieron que el dominio N-terminal de 

la CPT1C puede adquirir dos conformaciones: una plegada (Nα) y otra estirada 

(Nβ). Cuando CPT1C está en la conformación Nβ se desestabilizan las hojas β1 y 

β2 de la proteína. Por comparación a lo que está descrito para CPT1A podemos 

hipotetizar que cuando malonil-CoA se une a CPT1C se encuentra en la 

conformación plegada (Rao et al. 2011). En nuestro modelo, representado en la 

figura 31, proponemos que cuando CPT1C no está unido a malonil-CoA, el 

extremo N-terminal podría estar extendido impidiendo la interacción de protrudina 

con Rab7, necesaria para el transporte anterógrado de LEs.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Hipótesis del cambio estructural en CPT1C  provocado por la unión de 

malonil CoA.  
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2. CPT1C participa en la localización y movimiento de los LEs  

Otro resultado importante y novedoso obtenido en este trabajo es que CPT1C 

favorece la localización periférica de los LEs. En los datos obtenidos se muestra 

que CPT1C no colocaliza directamente con los LEs, por lo tanto, podría estar 

regulando la localización de los LEs a través de su interacción con la protrudina. 

Estos datos van en la línea de los resultados obtenidos por Stenmark y 

colaboradores en 2015, en los que se muestra que la sobreexpresión de protrudina 

favorece la localización periférica de los LEs.  

En una publicación muy reciente del mismo grupo se describe la importancia 

de la localización de los LEs en la célula según las condiciones metabólicas (Hong 

et al. 2017). En este trabajo observan una localización periférica de LEs cuando 

sobreexpresan protrudina. Sin embrago esta localización pasa a ser perinuclear 

cuando inducen la autofagia mediante la deprivación de aminoácidos. Este cambio 

de localización ocurre cuando mTORC1 se libera del LE, evitando la formación 

del complejo entre kinesina-1 y FYCO-1, inhibiendo el transporte anterógrado y 

favoreciendo la localización perinuclear.  

En nuestro modelo, cuando sobreexpresamos la CPT1C y disminuimos los 

niveles de malonil-CoA simulando un estrés energético, la localización periférica 

de los LEs pasa a ser perinuclear. Estos datos son apoyados por los resultados 

obtenidos tras analizar el movimiento de los LEs en tiempo real.  

El conjunto de estos resultados nos muestra que CPT1C favorece la 

localización periférica de LEs porque favorece el transporte anterógrado de las 

vesículas FYCO1 positivas. Además, este efecto es dependiente de la unión a 

malonil-CoA, ya que cuando se muta el sitio de unión o se bajan sus niveles, el 

movimiento anterógrado se frena.  

Se ha sugerido que el RE podría actuar como un mecanismo de chequeo de las 

condiciones celulares en el transporte de LEs (Raiborg, Eva M. Wenzel, et al. 

2015; Krauß & Haucke 2015). Si las condiciones energéticas son adecuadas los 

LEs continuarían hacia la periferia para la formación de nuevas membranas o para 
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la formación de exosomas (Huotari and Helenius 2011). Sin embargo, si las 

condiciones no son favorables, el transporte anterógrado de LEs se frenaría para 

favorecer otros procesos como la autofagia, o para ahorrar energía, ya que este tipo 

de transporte requiere consumo de ATP. Los LEs presentan un movimiento 

bidireccional (retrógrado y anterógrado) por lo que una localización más 

perinuclear puede indicar una disminución del transporte anterógrado o un 

incremento del retrógrado (Cheng et al. 2015; Wijdeven et al. 2015).  

Nuestros resultados muestran que la CPT1C no presenta efecto sobre el 

transporte retrógrado, por lo tanto la localización perinuclear observada cuando 

bajamos los niveles de malonil-CoA es debido al frenado del transporte 

anterógrado. 

Estos resultados pueden tener una gran relevancia fisiológica. El transporte de 

LEs hacia la periferia ha sido relacionado con el crecimiento axonal porque 

favorece el transporte de componentes importantes para la formación de nuevas 

membranas. Ante una situación de estrés metabólico este transporte se frena, se 

paraliza para favorecer otros procesos quizás más importantes para la 

supervivencia celular y la obtención de energía. El transporte retrógrado de LE 

favorece la fusión con el lisosoma para la obtención de energía. 

Es la primera vez que se describe la regulación del transporte de LE por 

malonil-CoA en células donde se sobreexpresa la CPT1C. Hasta la fecha sólo hay 

descrito un mecanismo regulador del movimiento de los LE mediado por los 

niveles de colesterol a través del sensor ORP1L, presente en los LEs. ORP1L 

puede presentar dos conformaciones, abierta o cerrada. Cuando los niveles de 

colesterol son adecuados, se encuentra unido a colesterol y en conformación 

cerrada. En esta conformación permite la unión del complejo RILP-Rab7, 

localizado en los LEs, a la proteína motora y facilita el transporte retrógrado de los 

LEs. Si por el contrario los niveles de colesterol en la célula son bajos, es necesario 

que se establezcan contactos RE-LEs para la transferencia de colesterol entre los 

dos orgánulos. Cuando no hay colesterol presente en la membrana de los LEs, 

ORP1L no se puede unir al colesterol y queda en una conformación abierta, 



DISCUSIÓN 

 

106 

 

permitiendo su interacción con VAP-A, presente en la membrana del RE. Este 

contacto RE-LE ancla el LE al retículo permitiendo la transferencia de colesterol, y 

evitando el transporte retrógrado de los LEs  (Rocha et al. 2009; Raiborg, Wenzel, 

and Stenmark 2015). 

En este trabajo se propone un segundo mecanismo regulador similar al 

regulado por colesterol en el que el sensor es CPT1C y el sustrato malonil-CoA. 

En los resultados obtenidos en este trabajo, se observa que CPT1C no establece 

contactos directos con los LEs. Hipotetizamos que CPT1C a través de la protrudina 

podría estar regulando el transporte de LEs como sensor de malonil-CoA. 

La protrudina se une a los LE mediante Rab7 y PI3P, y media la interacción 

entre kinesina-5 y FYCO1, favoreciendo el paso de este complejo a los 

microtúbulos y permitiendo así el transporte anterógrado de los LE (Raiborg et al. 

2015). Una posibilidad sería que CPT1C cuando está unida a malonil-CoA 

permitiría que la protrudina interaccionara con Rab7 y PI3P. Por el contrario 

cuando la CPT1C no se encuentra unida a malonil-CoA, es decir, en condiciones 

energéticas desfavorables, podría cambiar su conformación y por impedimento 

estérico no permitir la interacción de protrudina con Rab7 o con PI3P, o favorecer 

la unión con otros moduladores que resulten en la paralización del transporte 

anterógrado.  

Otra hipótesis de cómo CPT1C podría participar en la regulación del transporte 

anterógrado sería mediante la interacción con Sac1, descrita recientemente 

(Brechet et al. 2017) y por un efecto indirecto sobre la protrudina. Sac1 es una 

fosfatasa, principalmente de PI4P y en menor medida de PI3P. En estudios no 

publicados, realizados en nuestro grupo de investigación, se demuestra que CPT1C 

es un regulador negativo de Sac1 cuando las condiciones energéticas son 

favorables. Cuando CPT1C une malonil-CoA, por un lado inhibiría a Sac1 y se 

incrementarían los niveles de PI3P, y por otro permitiría la unión de protrudina a 

Rab7 favoreciendo la unión de kinesina-5 a FYCO-1 e incrementando el transporte 

anterógrado. Por el contrario, en condiciones energéticamente desfavorables donde 

los niveles de malonil-CoA disminuyen y no se une a CPT1C, se activaría Sac1, se 
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disminuirían los niveles de PI3P y se evitaría la unión de protrudina a PI3P y 

Rab7, parando así el transporte anterógrado. 

3. CPT1C es necesaria para el correcto crecimiento axonal y dendrítico 

Otro punto novedoso que aporta esta tesis doctoral es la implicación de CPT1C 

en el desarrollo axonal y dendrítico.  

Los resultados obtenidos muestran que CPT1C es necesaria para el correcto 

crecimiento axonal y dendrítico, ya que las neuronas KO CPT1C presentan 

disminuidos ambos parámetros. Además, hemos comprobado cómo se produce una 

recuperación parcial de este crecimiento axonal cuando la CPT1C se sobreexpresa 

en las neuronas KO. El hecho de que esta recuperación sea parcial podría ser 

sencillamente una cuestión de tiempo, dado que las neuronas KO han permanecido 

2 días en cultivo previamente a la sobreexpresión de CPT1C. Para saber si se trata 

de un mero retraso o bien de algún tipo de alteración irreversible producida por la 

falta de CPT1C durante los primeros días de cultivo, sería necesario repetir los 

estudios esperando tiempos mayores tras la sobreexpresión y observando la 

evolución del crecimiento.   

Esto sugiere que el transporte deficiente de LEs hacia los conos de crecimiento, 

da lugar a un aporte reducido de membranas para el crecimiento axonal. Los 

resultados obtenidos al tratar las neuronas KO CPT1C con oleato, que muestran 

una recuperación parcial de la longitud axonal, apoyan la hipótesis de que la 

disminución en el crecimiento axonal podría deberse a una alteración en la 

disponibilidad de lípidos destinados al crecimiento de membrana.   

Además, otro dato interesante que obtenemos de estos experimentos es la 

importancia de la unión del malonil-CoA a CPT1C para su función. Este hecho se 

observa cuando sobreexpresamos CPT1C
M589S

 en neuronas KO CPT1C y no se 

produce la recuperación en el crecimiento axonal que en cambio sí observamos 

cuando reexpresamos CPT1C. Por otro lado esperaríamos que al igual que ocurre 

con la protrudina, la sobreexpresión de CPT1C en neuronas corticales WT 

incrementara la longitud axonal, pero en nuestros resultados no observamos 
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cambios. Estos datos nos llevan a pensar que tiene que haber una proporción entre 

la cantidad de CPT1C y malonil-CoA. En los experimentos de sobreexpresión de 

CPT1C, no todas las moléculas de proteína se encontrarían unidas a malonil-CoA 

y por tanto no podrían realizar su función.  

Por otro lado, la sobreexpresión de la CPT1C
M589S

, provoca una disminución en 

el crecimiento axonal de neuronas WT. Esto podría indicar que la mutación 

M589S podría dotar a CPT1C de algún tipo de función que inhibiera de forma 

activa el crecimiento axonal, o bien que esto sucediera debido a un efecto de 

competición con la isoforma endógena. Por el momento desconocemos si la 

mutación en el lugar de unión a malonil-CoA podría estar produciendo un cambio 

estructural o conformacional en la proteína, que conllevara  una deficiencia en su 

función o en su interacción con protrudina. 

Una de las principales vías implicadas en el crecimiento axonal es la 

dependiente de AMPK. Previamente, Amato y colaboradores, describieron que la 

activación de AMPK produce un acortamiento y una pérdida de la polaridad 

neuronal en estadios tempranos del desarrollo, mediante la fosforilación de la 

kinesina-5 en el lugar de unión de PI3K, evitando el transporte de PI3K a los conos 

de crecimiento, donde es necesaria para la diferenciación y el crecimiento axonal 

(Stephen Amato et al. 2011). En nuestro trabajo demostramos que el déficit del 

crecimiento axonal en las neuronas KO no es debido a alteraciones en la vía 

AMPK-Kinesina-5-PI3K ya que el nivel de fosforilación de AMPK en las 

neuronas KO no se encuentra alterado. Estos resultados refuerzan el papel del 

malonil-CoA en el crecimiento axonal, ya que la activación de AMPK produce una 

disminución en los niveles, y esto podría explicar el retraso en el crecimiento de 

neuronas WT pero no en KO CPT1C. 

CPT1C no participa en la morfología de los conos de crecimiento 

Gao y colaboradores en 2001, describieron que los ratones KO CPT1C tenían 

alterada la respuesta anorexigénica a la leptina en neuronas hipotalámicas. La 

leptina incrementa los niveles de malonil-CoA en el hipotálamo. Se ha descrito que 
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existen receptores de leptina, no sólo en el hipotálamo, sino también en neuronas 

corticales, y que esta hormona tiene un efecto sobre la morfología de los conos de 

crecimiento (Valerio et al. 2006). Este hecho, junto con la interacción de CPT1C 

con ATL-1 y la localización de dicha proteína en los conos (Zhu et al. 2006), nos 

llevó a pensar si CPT1C podría también participar en la morfología de los conos de 

crecimiento en respuesta a la leptina, ya que se ha descrito que la ATL-1 permite el 

dinamismo del citoesqueleto en el terminal axónico y es clave para la formación y 

elongación de los axones. 

Los resultados obtenidos muestran que CPT1C no parece estar implicada en la 

morfología de los conos de crecimiento, dado que dicha morfología no se 

encuentra alterada en las neuronas deficientes de CPT1C. Además, no existe una 

alteración en la respuesta a la leptina  debido a la usencia de CPT1C ya que tanto 

en neuronas WT como en deficientes en CPT1C el tratamiento con leptina provoca 

los mismos efectos en cuanto a la morfología de los conos de crecimiento. La 

señalización de la leptina está bien descrita en neuronas hipotálamicas, y se conoce 

bien su papel regulador, sin embargo la información para otras áreas del cerebro es 

escasa. A pesar de que la leptina regula la morfología del cono axonal, hasta el 

momento no hay ninguna publicación del papel de la leptina en crecimiento 

axonal. 

Con los resultados obtenidos podemos descartar que una respuesta deficiente a 

la leptina sea la causante del déficit en el crecimiento axonal observada en las 

neuronas KO CPT1C. 
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4.  Consideraciones finales 

En conclusión, se propone a CPT1C como un sensor de los niveles de malonil-

CoA y regulador de la función de la protrudina en el transporte anterógrado de LEs 

y desarrollo axonal. En la figura 32 de esta discusión se muestra un resumen de la 

aportación de este trabajo sobre la función de CPT1C. En la figura 32A se 

propone el mecanismo de transporte anterógrado regulado por CPT1C en 

condiciones normales de la célula, es decir, en condiciones energéticamente 

favorables. Cuando los niveles de malonil-CoA son elevados, se favorecería que la 

protrudina interaccione con Rab7 y PI3P, facilitando el traspaso de kinesina-1 a 

FYCO-1, formando un complejo que posteriormente entrará en contacto con los 

microtúbulos, permitiendo así el transporte de los LEs hacia la periferia celular.  

Este transporte anterógrado de LEs favorecerá la formación de nuevas 

membranas, y así el crecimiento axonal. Por el contrario, en la figura 32B se 

propone cómo sería la regulación del transporte cuando los niveles de malonil-

CoA son bajos, simulando un estado de déficit energético. En este caso el malonil-

CoA no se encuentra unido a CPT1C y quizás ello conlleve a un cambio 

conformacional en CPT1C que por impedimento estérico no permita que la 

protrudina se una a Rab7 o PI3P, disminuyendo o paralizando el transporte hacia la 

periferia. Como los LEs presentan movimiento bidireccional terminarían 

localizándose en la zona perinuclear. 

Este nuevo mecanismo descrito también podría explicar por qué la mutación 

Arg37Cys da lugar a PEH (Rinaldi et al. 2015). Aunque en este trabajo no se ha 

estudiado la mutación que ha dado lugar a esta enfermedad en una familia italiana, 

sí sabemos que dicha mutación provoca un cambio estructural en la proteína 

haciendo que el extremo N-terminal esté extendido (situación que simula la 

ausencia de malonil-CoA). Aunque queda aún mucho por investigar sobre esta 

mutación, pensamos que el mecanismo podría ser similar al descrito, originando un 

cambio estructural en CPT1C que no permita la interacción de protrudina con los 

LEs, frenando el transporte axonal y originando una axonopatía del tracto 

corticoespinal descrito en esta familia.  
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El papel de CPT1C en funciones tan necesarias para el desarrollo axonal y 

dendrítico como es el transporte anterógrado, podría sin embargo ser un elemento 

negativo en el caso de las células tumorales. El incremento de LE en la periferia 

celular podría incrementar la formación de protrusiones en células cancerosas 

favoreciendo la invasión, ya que se ha descrito que los LEs son portadores de 

metaloproteasas (Linder and Biol 2015). Este dato es importante para nuestros 

estudios porque Reilly y colaboradores publicaron que CPT1C se expresa en 

diferentes tipos de tumores, destacando especialmente los tumores relacionados 

con el sistema nervioso central y sarcomas, tumores muy virulentos (Reilly and 

Mak 2012a). La obtención de fármacos que eviten la unión de malonil-CoA a 

CPT1C en células tumorales quizás sea en un futuro una buena terapia para 

disminuir la virulencia de estos tipos de tumores. 

En definitiva, creemos que este trabajo ha abierto un nuevo camino para ayudar 

a entender el papel de CPT1C en el sistema nervioso central. Nuestros resultados 

indican que CPT1C colabora en funciones esenciales en las células nerviosas, 

como es el crecimiento axonal. Este papel no parece estar basado en una actividad 

directa de CPT1C, debido a la ausencia de actividad catalítica, pero sí que podría 

deberse a la función de CPT1C como sensor de malonil-CoA, regulando así la 

función de otras proteínas con las que interacciona en función del estado 

energético de la célula.  
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Figura 32. Modelo propuesto para la participación de CPT1C en el transporte 

anterógrado de los LE. A) Condiciones normales, se muestra un modelo energéticamente 

favorable, en el que hay malonil-CoA. Cuando hay malonil-CoA en la célula se une a CPT1C 

y mediante la interacción con protrudina se favorece el transporte de LE a la periferia celular. 

Este transporte permite la formación de nuevas membranas y el crecimiento y desarrollo 

celular. B) Deprivación de glucosa o tratamiento con TOFA. Cuando las condiciones 

energéticas son desfavorables (simuladas con el tratamiento con TOFA o deprivación de 

glucosa), los niveles de malonil-CoA son bajos y no se uniría a CPT1C, se produciría un 

cambio conformacional y se pararía el transporte, para el ahorro energético o para favorecer 

otras vías de obtención de energía. Esto hace que los LE se localicen en la zona perinuclear. 
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1. CPT1C es necesaria para el correcto crecimiento axonal y dendrítico en 

cultivos primarios de neuronas corticales. 

 

2. CPT1C actúa como sensor de malonil-CoA. Cuando los niveles son elevados 

favorece el crecimiento axonal y cuando están reducidos o CPT1C tiene 

mutado el sitio de unión a malonil-CoA el crecimiento axonal está reducido. 

 

3. CPT1C favorece la polarización inicial del axón. 

 

4. CPT1C interacciona con protrudina. 

 

5. La interacción de CPT1C con protrudina y atlastina-1 no depende de la unión 

de malonil-CoA. 

 

6. CPT1C no contacta directamente con los endosomas tardíos. 

 

7. La sobreexpresión de CPT1C en células HeLa promueve la localización 

periférica de los endosomas tardíos dependiendo de la unión a malonil-CoA. 

 

8. La sobreexpresión de CPT1C en células HeLa favorece el transporte 

anterógrado dependiendo de la unión a malonil-CoA. 
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Introduction: Carnitine palmitoyltransferase 1C (CPT1C) is an endoplasmic 

reticulum protein that has no catalytic activity but maintains the ability to bind to 

malonyl-CoA, an intermediary in the synthesis of fatty acids, whose levels highly 

fluctuate depending on the energetic status of the cell. Consequently, CPT1C has 

been proposed to be a sensor of malonyl-CoA in neurons. A CPT1C mutation in 

the human gene has been described to cause pure hereditary spastic paraplegia 

(HSP), a group of neurological disorders characterized by slowly progressive 

weakness and spasticity of the muscles of the legs, caused by axonopathy of 

corticospinal motor neurons. Genetic analysis has identified more than 50 different 

loci involved in HSP, with the mutations in the Protrudin gene being responsible 

for a large number of cases. Protrudin has been recently involved in late endosome 

(LE) transport along the axon and in neurite growth. We aimed to demonstrate: 1) 

the interaction between CPT1C and Protrudin, 2) CPT1C regulation of LE 

transport depending on malonyl-CoA levels, and 3) CPT1C involvement in axon 

growth.   

Material and methods: CPT1C-Protrudin interaction was monitored by 

fluorescence resonance energy transfer (FRET) analysis. Neurite outgrowth 

measurements were performed in primary culture mouse cortical neurons from WT 

or CPT1C KO embryos. Analysis of the LE velocity and distance was determined 

in living Hela cells. 

Results: We demonstrate that CPT1C is necessary for the proper growth of axons 

and dendritic arborization in cortical neurons. FYCO1-positive LEs show a strong 

movement towards the cell periphery only in CPT1C overexpressing cells and this 

effect is dependent on malonyl-CoA levels. When CPT1C and Protrudin are 

overexpressed and malonyl-CoA levels are decreased, LEs are localized in 

perinuclear area. Moreover, FRET studies demonstrate the interaction between 

CPT1C and Protrudin. 

Conclusions:  
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1. CPT1C is necessary for the correct axonal and dendritic growth in primary 

cultures of cortical neurons. 

 

2. CPT1C acts as a malonyl-CoA sensor. High levels of malonyl-CoA favor axonal 

growth, while low levels or the CPT1C mutation at the malonyl-CoA binding site 

reduce axonal growth. 

 

3. CPT1C favors the initial polarization of the axon. 

 

4. CPT1C interacts with protrudin. 

 

5. The interaction of CPT1C with protrudin or with atlastin-1 does not depend on 

malonyl-CoA levels. 

 

6. CPT1C does not contact directly with late endosomes. 

 

7. CPT1C overexpression in HeLa cells promotes the peripheral localization of  

late endosomes and this effect requires the binding of CPT1C to malonyl-CoA.  

  

8. CPT1C overexpression in HeLa cells favors anterograde transport of LEs. This 

action is also dependent on the binding of CPT1C to malonyl-CoA.   
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Type MI Gene/Protein PPF References 

SPG1 XR L1CAM/NCAM Neuronal cell adhesion and signaling Jouet et al. (1994)

SPG2 XR PLP1/MPLP Myelination and axonal survival Saugier-Veber et al. (1994)

SPG3A AD ATL1/ATLASTIN-1 Neurite outgrowth, membrane trafficking, ER and Golgi morphogenesis Zhao et al. (2001)

SPG4 AD SPAST/SPASTIN Microtubule dynamics, membrane trafficking, ER morphogenesis, BMP signaling Hazan et al. (1999)

SPG5A AR CYP7B1/OAH1 Brain cholesterol metabolism Tsaousidou et al. (2008)

SPG6 AD NIPA1/NIPA1 Cellular magnesium ion metabolism, endosomal/ER morphogenesis, protein folding Rainier et al. (2003)

SPG7 AR PGN/PARAPLEGIN Mitochondrial protease, ribosome maturation Casari et al. (1998)

SPG8 AD KIAA0196/STRUMPELLIN Endosomal morphogenesis, protein folding Valdmanis et al. (2007)

SPG9 AD – Unknown Seri et al. (1999)

SPG10 AD KIF5A/KINESIN HC5A Microtubule-based motor protein Reid et al. (2002)

SPG11 AR KIAA1840/SPATACSIN Vesicles sorting Stevanin et al. (2007b)

SPG12 AD RTN2/RETICULON 2 ER morphogenesis Montenegro et al. (2012)

SPG13 AD HSPD1/HSP60 Protein folding and assembly in mitochondria Hansen et al. (2002)

SPG14 AR – Unknown Vazza et al. (2000)

SPG15 AR ZFYVE26/SPASTIZIN Endosomal trafficking, authophagy, cytokinesis Hanein et al. (2008)

SPG16 XR – Unknown Steinmuller et al. (1997)

SPG17 AD BSCL2/SEIPIN Lipid metabolism, ER stress response Windpassinger et al. (2004)

SPG18 AR ERLIN2/SPFH2 Regulation of ERAD pathway Alazami et al. (2011)

SPG19 AD – Unknown Valente et al. (2002)

SPG20 AR SPG20/SPARTIN Protein folding, turnover in mitochondria and microtubule dynamics Patel et al. (2002)

SPG21 AR ACP33/MASPARDIN Endosomal trafficking and sorting Simpson et al. (2003)

SPG22 XL SLC16A2/MCT8 Membrane transporter (axon development) Schwartz et al. (2005)

SPG23 AR – Unknown Blumen et al. (2003)

SPG24 AR – Unknown Hodgkinson et al. (2002)

SPG25 AR – Unknown Zortea et al. (2002)

SPG26 AR B4GALNT1/B4GALNT1 Ganglioside biosynthesis Boukhris et al. (2013)

SPG27 AR – Unknown Meijer et al. (2004)

SPG28 AR DDHD1/PAPLA1 Fatty-acid and/or phospholipid metabolism Tesson et al. (2012)

SPG29 AD – Unknown Orlacchio et al. (2005a)

SPG30 AR KIF1A/KINESIN3 Αnterograde transport Erlich et al. (2011)

SPG31 AD REEP1/REEP1 Chaperon-like activities, ER morphogenesis Züchner et al. (2006)

 



 

 

 

SPG32 AR – Unknown Stevanin et al. (2007a)

SPG33 AD ZFYVE27/PROTRUDIN Specific spastin binding protein Mannan et al. (2006)

SPG34 XL – Unknown Macedo-Souza et al. (2008)

SPG35 AR FA2H/FA2H Sphingolipids synthesis Dick et al. (2010)

SPG36 AD – Unknown Schüle et al. (2009a)

SPG37 AD – Unknown Hanein et al. (2007)

SPG38 AD – Unknown Orlacchio et al. (2008b)

SPG39 AR NTE/PNPLA6 Maintain the integrity of motor neurons, phospholipid homeostasis Rainier et al. (2008)

SPG40 AD – – Subramony et al. (2009)

SPG41 AD – Unknown Zhao et al. (2008)

SPG42 AD SLC33A1/ACoA CARRIER Acetyl-CoA transporter Lin et al. (2008)

SPG43 AR C19orf12/C19ORF12 Unknown Landouré et al. (2013)

SPG44 AR GJC2/CONNEXIN 47 Formation of gap junctions, direct cell-to cell diffusion of ions and small molecules Orthmann-Murphy et al. (2009)

SPG45 AR – Unknown Dursun et al. (2009)

SPG46 AR GBA2/GBA2 Ganglioside biosynthesis Martin et al. (2013)

SPG47 AR AP4B1/AP4B1 Vesicle formation, molecular cargo Abou Jamra et al. (2011)

SPG48 AR KIAA0415/AP5Z1 Helicase that repair DNA double-strand break and interacts with spatacsin and spastizinSłabicki et al. (2010)

SPG49 AR TECPR2/KIAA0329 Intracellular autophagy Oz-Levi et al. (2012)

SPG50 AR AP4M1/AP4M1 Vesicle formation, molecular cargo Abou Jamra et al. (2011)

SPG51 AR AP4E1/AP4E1 Vesicle formation, molecular cargo Abou Jamra et al. (2011)

SPG52 AR AP4S1/AP4S1 Vesicle formation, molecular cargo Abou Jamra et al. (2011)

SPG53 AR VPS37A/VPS37A Sorting of ubiquitinated transmembrane proteins into internal vesicles Zivony-Elboum et al. (2012)

SPG54 AR DDHD2/DDHD2 Intracellular phospholipase Schuurs-Hoeijmakers et al. (2012)

SPG55 AR C12orf65/C12ORF65 Peptide chain termination in the mitochondrial translation machinery Shimazaki et al. (2012)

SPG56 AR CYP2U1/CYP2U1 Fatty acids hydroxylation Tesson et al. (2012)

SPG57 AR TFG/TFG Oncogenesis and vesicle biogenesis and trafficking Beetz et al. (2013)

SPG58 AR KIF1C/KINESIN FAMILY MEMBER 1C Retrograde Golgi to ER transport Novarino et al. (2014)

SPG59 AR USP8/UBIQUITIN-SPECIFIC PROTEASE 8 Deubiquitinating enyzme Novarino et al. (2014)

SPG60 AR WDR48/WD REPAET DOMAIN 48 Regulator of deubiquitination Novarino et al. (2014)

SPG61 AR ARL6IP1/ADP-RIBOSYLATION FACTOR-LIKE 6 INTERACTING PROTEIN 1Protein transport Novarino et al. (2014)

SPG62 AR ERLIN1/ER LIPID RAFT ASSOCIATED 1 ER-associated degradation Novarino et al. (2014)

SPG63 AR AMPD2/ADENOSINE MONOPHOSPHATE DEAMINASE 2 Deaminates AMP to IMP in purine nucleotide metabolism Novarino et al. (2014)

  



 

 

 

 

SPG64 AR ENTPD1/ECTONUCLEOSIDE TRIPHOSPHATE DIPHOSPHOHYDROLASE 1Hydrolyzes ATP and other nucleotides to regulate purinergic transmission Novarino et al. (2014)

SPG65 AR NT5C2/5′-NUCLEOTIDASE, CYTOSOLIC II Preferentially hydrolyzes IMP, in both purine/pyrimidine nucleotide metabolism Novarino et al. (2014)

SPG66 AR ARSI/ARYLSULFATASE FAMILY, MEMBER I Hydrolyze sulfate esters, hormone biosynthesis Novarino et al. (2014)

SPG67 AR PGAP1/POST-GPI ATTACHMENT TO PROTEINS 1 GPI biosynthesis Novarino et al. (2014)

SPG68 AR FLRT1/FIBRONECTIN LEUCINE RICH TRANSMEMBRANE PROTEIN 1 Cell adhesion and receptor signaling Novarino et al. (2014)

SPG69 AR RAB3GAP2/RAB3 GTPASE ACTIVATING PROTEIN SUBUNIT 2 Exocytosis of neurotransmitters and hormones Novarino et al. (2014)

SPG70 AR MARS/METHIONYL-TRNA SYNTHETASE Cytosolic methionyl-tRNA synthetase Novarino et al. (2014)

SPG71 AR ZFR/ZINC FINGER RNA-BINDING PROTEIN RNA localization? Novarino et al. (2014)

SPG72 AD/AR REEP2/RECEPTOR EXPRESSION-ENHANCING PROTEIN 2 ER-shaping protein Esteves et al., 2014;Novarino et al., 2014

SPG 73 AD CPT1C Neurite outgrowth and membrane trafficking. Rinaldi et al. 2015

SPG74 AR IBA57 Mitochondrial dysfunction Lossos et al., 2015

SPG75 AR MAG/MYELIN ASSOCIATED GLYCOPROTEIN Component of myelin Novarino et al. (2014)

SPG76 AR CAPN1 Regulation and organization of dendritic trees Gan-Or et al. (2016)

SPG77 AR FARS2 Unknown Yang et al. 2016

Ua AR GAD1/GLUTAMATE DECARBOXYLASE 1 GABA synthesis Lynex et al. (2004)

Ua AR CCT5 Proteins folding and cytosolic proteins assembly Bouhouche et al. (2006)

Ua AR OPA3/OPTIC ATROPHY 3 PROTEIN Regulator of mitocondrial activity Arif et al. (2013)

Ua AR BICD2/BICAUDAL D HOMOLOG 2 Protein transport Novarino et al. (2014)

Ua AR LYST/LYSOSOMAL TRAFFICKING REGULATOR Lysosomal trafficking regulator Shimazaki et al. (2014)

Ua AR MT-ATP6/ATP SYNTHASE 6 Mitochondrial ATP production Verny et al. (2011)

SPOAN AR – Unknown Macedo-Souza et al. (2005)

MI= modo herencia PPF= Función de la proteína  AD=autosomica dominante; AR=autosomica recesiva;  XL=ligada al cromosoma X; Ua = SPG no asignado

Tabla 1 modificada (Finsterer et al. 2012; Lo Giudice et al. 2014).
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Uridine-50-Triphosphate Partially Blocks Differentiation Signals and
Favors a more Repair State in Cultured rat Schwann Cells

Marta Palomo-Guerrero, a Jose Miguel Cosgaya, b Alejandro Gella, c Núria Casals a,d* and Carmen Grijota-Martinez a*
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Abstract—Schwann cells (SCs) play a key role in peripheral nerve regeneration. After damage, they respond
acquiring a repair phenotype that allows them to proliferate, migrate and redirect axonal growth. Previous studies
have shown that Uridine-50-Triphosphate (UTP) and its purinergic receptors participate in several pathophysiolog-
ical responses in the nervous system. Our group has previously described how UTP induces the migration of a
Schwannoma cell line and promotes wound healing. These data suggest that UTP participates in the signaling
involved in the regeneration process. In the present study we evaluated UTP effects in isolated rat SCs and cocul-
tures of SCs and dorsal root ganglia neurons. UTP reduced cAMP-dependent Krox-20 induction in SCs. UTP also
reduced the N-cadherin re-expression that occurs when SCs and axons make contact. In myelinating cocultures,
a non-significant tendency to a lower expression of P0 and MAG proteins in presence of UTP was observed. We
also demonstrated that UTP induced SC migration without affecting cell proliferation. Interestingly, UTP was
found to block neuregulin-induced phosphorylation of the ErbB3 receptor, a pathway involved in the regeneration
process. These results indicate that UTP could acts as a brake to the differentiation signals, promoting a more
migratory state in the repair-SCs. � 2018 IBRO. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

Key words: peripheral nerve regeneration, Schwann cells, UTP, neuregulin, migration, N-cadherin.

INTRODUCTION

In peripheral nerve damage, axons and myelin in the

distal nerve stump are eliminated after injury in a

process known as Wallerian degeneration. This process

involves a series of molecular and cellular changes to

create a microenvironment that promotes nerve

regeneration. These events must occur successfully to

allow injured neurons to regenerate and re-innervate

their original targets (Allodi et al., 2012).

Schwann cells (SCs) play a critical role in Wallerian

degeneration (Bosse, 2012) and in the regeneration

process (Namgung, 2014); when they lose contact with

axons, after peripheral nerve injury, they have the

capacity to modify their phenotype acquiring a ‘‘dener-

vated state”. Even though this state shares some of

the features of an immature SC, it constitutes a different

and unique cell type, the repair Schwann cell, with

specific features at the biochemical and gene expres-

sion levels (Brosius Lutz and Barres, 2014; Jessen

and Mirsky, 2016; Arthur-Farraj et al., 2012; Arthur-

Farraj et al., 2017).

This change in phenotype is characterized by

variations in the expression of several molecular

markers (LeBlanc and Poduslo, 1990), such as the down-

regulation of Krox-20, a transcription factor that is charac-

teristic of a mature phenotype and necessary for

transcription of myelin genes, and the upregulation of c-

Jun, an inhibitor of the myelination program that collabo-

rates in the dedifferentiation and proliferation of SCs

(Parkinson et al., 2008). The regenerative process is

highly dependent on SC migration to the injured site

https://doi.org/10.1016/j.neuroscience.2018.01.010
0306-4522/� 2018 IBRO. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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(Chen et al., 2007; Tseng et al., 2003) as well as on their

special reorganization to establish the bands of Büngner,

structures that act as substrates and guides for regenerat-

ing axons (Namgung, 2014; Gomez-Sanchez et al., 2017;

Xiao et al., 2015). After axon regrowth, the association

between SCs and axons must be re-established to pro-

mote SC differentiation and remyelination, thus complet-

ing the nerve regeneration process.

When neurons undergo traumatic injury, intracellular

molecules, and among them nucleotides, are released

to the extracellular milieu and many of them may act

on the surrounding cells, promoting early cellular

responses in the damaged area. It is generally

accepted that nucleotides are involved in many

pathophysiological responses (Franke et al., 2006;

Pineau and Lacroix, 2009) and that the P2Y purinergic

receptor signaling pathways are activated after cellular

injury (Yang et al., 2004) and collaborate in cell migra-

tion and wound repair processes in response to injury in

many cell types (Boucher et al., 2010; Jin et al., 2014;

Klepeis et al., 2004; Silva et al., 2015). Uracil nucleo-

tides bind to these specific membrane receptors in glial

cells and growing evidence indicates that they could

constitute some of the signaling molecules activated

after peripheral nerve injury. Uridine-50-triphosphate
(UTP) has been shown to be involved in pain transmis-

sion mechanisms in neuropathic pain rat models (Andó

et al., 2010; Li et al., 2014; Okada et al., 2002). More-

over, the extracellular concentration of UTP has been

observed to be greatly enhanced after injury in several

animal and cellular models (Lazarowski and Harden,

1999; Erlinge et al., 2005; Lazarowski et al., 1997).

Recently, our group reported that UTP is able to induce

changes in cytoskeleton morphology, increasing migra-

tion and promoting wound healing in a Schwannoma

cell line (Lamarca et al., 2014; Martiáñez et al., 2012).

The present study aims to look further into UTP actions

on SCs, focusing on those processes that could have a

special relevance in the peripheral nerve regeneration

process. We used a model consisting of isolated pri-

mary SC cultures and cocultures with dorsal root gan-

glia (DRG) sensory neurons. First, we studied its

effects on Krox-20 and c-Jun expression, two transcrip-

tion factors involved in the control of the SCs develop-

ment. Next, we tested whether UTP could modulate

in vitro some of the mechanisms occurring in SCs after

nerve injury, such as proliferation and migration. In

addition, we investigated its effect on the activation of

ErbB3 receptor by neuregulin (NRG), one of the most

relevant mechanisms that control differentiation, prolifer-

ation, and myelination of SCs, as well as its effect on

N-cadherin expression, an essential molecule in both

the generation of the bands of Büngner and the re-

establishment of contact between axons and SCs and,

consequently, myelination. Finally, myelination was

evaluated in the presence of UTP in a coculture model

with DRG neurons. We found that the activity of UTP

in vitro in isolated SCs or in coculture with DRG neu-

rons seems to be directed towards the blockage of

the differentiation signals and favoring a more migrating

and ‘‘repair-SC” state.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Ethics statement

All experimental protocols were performed in accordance

with EU Directive 2010/63/EU for animal experiments and

approved by the Ethics Committee of the Consejo

Superior de Investigaciones Cientı́ficas (SAF2011-

25,878) and the Research Ethics Committee of the

Universitat Internacional de Catalunya (CBAS-2013-16).

Reagents

Uridine-50-triphosphate (UTP; U6875) and dibutyryl cAMP

(dbcAMP; D0627) were purchased from Sigma and used

at 250 mM and 1 mM, respectively. NRG (R&D Systems:

377HB050) was used at 10 ng/ml.

Primary SCs culture

Cells were obtained from neonatal rats as previously

described (Brockes et al., 1979) using some modifica-

tions. Sprague–Dawley rats aged 0 to 4 postnatal days

were used. Cells were obtained by mechanical and enzy-

matic methods (collagenase A from Roche;

10103578001) and plated onto polylysine-coated plates.

Fibroblasts were eliminated in a 72-h treatment with AraC

(C-1768, Sigma). After recovery from antimitotic treat-

ment, the cells were grown in DMEM supplemented with

3% fetal bovine serum (FBS), 5 mM forskolin (Fsk), and

10 ng/ml NRG (Nrg; 377HB050, R&D Systems) and main-

tained at 37 �C with 5% CO2. All experiments were per-

formed with cultures with less than 4 passages. When

serum deprivation was necessary, we maintained the

cells for 12 h before treatments in a modified Sato med-

ium (Bottenstein and Sato, 1979) consisting in DMEM-

F12 (1:1), 20 nM progesterone (Sigma, P8783), 16 mg/
ml putrescin (Sigma, P5780), and a mixture of insulin,

transferrin, and sodium selenite (ITS; Sigma, I3146).

DRG neurons culture

E15 embryos extracted from Sprague–Dawley rats were

removed and placed in sterile L15 medium. The DRGs

were cut from the spinal cord as close as possible to

the ganglia, dissociated with trypsin, and plated on poly-

L-lysine and laminin-precoated 6-well plates (5 ganglia

per well). Non-neuronal cells were eliminated by adding

10 mM fluorodeoxyuridine to the medium (2 cycles of

three-days). Purified neurons were maintained in MEM

supplemented with 10% FBS, 25 mM glucose, and 100

ng/ml nerve growth factor (NGF; Sigma, N0513).

Conditioned medium experiments

DRG neurons were maintained for 48 h in Sato medium

with or without UTP to produce ‘‘UTP-conditioned

medium” (UTP-CM) and ‘‘control-conditioned medium”

(CCM) respectively. The conditioned media were

collected and stored at �20 �C.
SCs were previously maintained in Sato medium for

12 h. After this period, the Sato medium was removed

and conditioned medium from DRG neurons was added
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directly to the SCs. To provide control samples, Sato

medium that had not been in contact with axons, and

previously stored at �20 �C, was added.

SC/DRG coculture for N-cadherin study

Purified SCs were harvested by digestion for 10 min at 37

�C with 0.05% trypsin in calcium-free and magnesium-

free Hanks’ Balanced Salt Solution containing 0.02%

EDTA. After trypsinization, the cells were seeded onto

neuronal cultures (2 � 104 SCs per well on a 6-well

plate). UTP treatment for N-cadherin study was

performed in Sato medium.

Myelinating SC/DRG cocultures

Myelinating cocultures were prepared using previously

described methods (Latasa et al., 2010) involving small

variations. DRGs were dissociated and plated onto

Matrigel-coated 6-well plates and non-neuronal cells were

eliminated by three 2-day cycles with a serum-free, N2-

and fluorodeoxyuridine-containing medium (10 mM).

NGF-dependent neurons were allowed to recover for 1

additional week before seeding �100,000 freshly isolated

SCs, which were purified by a 72-h cycle with AraC fol-

lowed by Thy-1.1 antibody (Sigma)-mediated lysis of the

fibroblasts, onto 3-week-old purified neural cultures of

�50,000 cells in SC-proliferating medium (DMEM/F12

supplemented with L-Gln, N2, 25 mM glucose, and 100

ng/ml NGF). On contact with the axons, SCs started to

proliferate rapidly until the axons became fully populated

(�7 days later). The cultures were changed again to reg-

ular DRG media and, once the SCs ceased proliferation

due to complete population of the cultures and the estab-

lishment of a one-to-one relationship with the axons,

myelination was induced through the addition of ascorbic

acid (50 mg/ml), which is necessary for the formation of

the basal lamina, an absolute requirement for myelin

formation.

Western blot analysis

Cells were washed twice with ice-cold phosphate-

buffered saline (PBS) and lysed in RIPA buffer with

proteases and phosphatase inhibitors. Total protein was

quantified using the BCA protein assay kit (PierceTM).

The protein samples (10–20 mg) were separated in

SDS–polyacrylamide gels (BioRad) and transferred to

PVDF or pure nitrocellulose (PROTRAN BA85, for

myelin proteins) membranes. The membranes were

blocked at RT for 1 h with 5% non-fat milk or 5%

PhosphoBLOCKERTM blocking reagent (Cell Biolabs)

when primary antibodies were directed against

phosphorylated proteins. Primary antibodies were

incubated overnight at 4 �C in blocking solution with the

following dilutions: mouse anti-N-cadherin, 1:1000

(610921; BD); rabbit anti-phospho-c-Jun, 1:650 (9261;

Cell Signaling); rabbit anti-phospho-ErbB3, 1:1000

(4791; Cell Signaling); mouse anti-b-tubulin, 1:2000

(T5201; Sigma); mouse anti-GAPDH, 1:50,000

(AM4300; Applied Biosystems), mouse anti-MAG,

1:1000 (MAB1567, Chemicon; used under non-reducing

conditions); and mouse anti-P0, 1:5000 (Astex).

Transwell migration assay

Migration was assessed by a transwell migration assay,

which allows for a more direct quantification of migrating

cells (Kramer et al., 2013). BD BioCoat cell culture inserts

with 6.5-mm-diameter filters with an 8-mm pore size were

used according to the manufacturer’s instructions (BD

Biosciences). The upper chamber was seeded with 2 �
105 SCs. Cells were treated with 250 mM UTP. At specific

time points the remaining cells on the upper side were

removed with a cotton swab. Inserts were washed twice

with PBS and cells that had migrated to the lower side

of the filter were fixed for 10 min with methanol. After fix-

ation, cells were stained for 30 min with 0.2% crystal violet

solution and examined under the light microscope at an

objective magnification of �10. The number of migrated

cells was counted for 6 fields per well with 4 wells per

condition.

Proliferation assay

Estimation of cell number was performed by described

methods (Gillies et al., 1986) with slight modifications. In

short, 35,000 SCs per well were seeded in 24-well plates

in regular SC medium. Twenty-four hours later the med-

ium was removed and replaced by fresh media with the

different treatments for the proliferation assay. After 72

h, cells were washed twice with PBS, fixed 5 min with

methanol at �20 �C and stained with 0.2% crystal violet

in PBS for 20 min. After staining, wells were washed with

PBS and allowed to dry. SCs were permeabilized with 1%

SDS for the crystal violet dye extraction. The solution was

transferred into a 96-well plate and absorbance at 595 nm

was measured.

RNA extraction and quantitative real-time PCR

Total RNA from 6 � 105 cells was isolated using

TRIZOL� reagent according to the manufacturer’s

instructions. cDNA was synthesized with NxGen�M-

MuLV Reverse Transcriptase (Lucigen) and random

primers, from 1 mg of total RNA. Quantitative real-time

PCR was performed using the BioRad thermal cycler

CFX96TM and the SSoAdvancedTM SYBR�Green

Supermix (172-5261 BioRad). All PCR products were

verified using melting curve analysis. Quantification was

performed by the 2�DDCT formula and normalized with

the housekeeping gene GAPDH.

The sequence of the specific primers was GAPDH

(NM_017008) forward: 50-TGGGAAGCTGGTCATCAAC-

30 and reverse: 50-GCATCACCCCATTTGATGTT-30;
Krox-20 (NM_053633) forward: 50-CACTGTTTCTCC

GAGTTCTG-30 and reverse: 50-ACAGAGGACACTTG

CAACAC-30; c-Jun (NM_021835) forward: 50-AAGAACA

CAAAGCAGGGAGG-30 and reverse: 50-GGGAGTT

CATCCGCAATCTA-30.
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Statistical analysis

Data from a representative experiment of at least 3

independent experiments are shown. Statistical analysis

was carried out using GraphPad Prism 5.0 Software

(https://www.graphpad.com/scientific-software/prism/).

Results in the figures represent the mean ± SEM. Levels

of significance were expressed as *p � 0.05, **p � 0.01,
***p � 0.001, or non-significant (ns) after performing

either a t-test or analysis of variance (ANOVA) with a

Tukey’s post-test.

RESULTS

UTP partially hinders the dbcAMP differentiation
signal

SCs are a very plastic cell type and after peripheral nerve

damage, when they lose contact with axons, they acquire

a repair phenotype that supports axon regrowth and nerve

regeneration. Since UTP is released during this process,

we analyzed whether this nucleotide could have a direct

effect on the differentiation stage of SCs in culture. We

used a 250 mM concentration of UTP to simulate the

high concentration of nucleotides released after damage

(Lazarowski and Harden, 1999; Elliott et al., 2009), a con-

centration that we have previously shown to be active

in vitro without affecting cell viability (Lamarca et al.,

2014; Martiáñez et al., 2013).

As a first approach, we studied whether the levels of

Krox-20, the key transcription factor that controls the

intrinsic SC developmental program inducing a more

differentiating state, could be altered by a 72-h

treatment with UTP in Sato medium in SC primary

cultures. As shown in Fig. 1A (Control vs UTP), UTP did

not affect Krox-20 basal expression at the mRNA level

in these conditions. Based on the inability of UTP to

change Krox-20 levels in this model, we tested whether

the regulation of Krox-20 during the processes of either

differentiation or dedifferentiation could be modulated in

the presence of UTP. To induce differentiation, SCs

were treated for 72 h with dbcAMP, a well-known axonal

contact mimicker that induces SC differentiation in the

absence of mitogens. As expected, this treatment

resulted in a significant increase in the differentiation

marker Krox-20. Interestingly, in the presence of UTP,

the strong induction of Krox-20 by dbcAMP was

significantly impaired (Fig. 1A; dbAMP vs dbAMP+UTP).

Next, we studied the effects of UTP in a model that

mimicked SC dedifferentiation. When SCs are

dissociated from neonatal nerves and plated in culture

they undergo a spontaneous dedifferentiation due to the

loss of axonal contact (Parkinson et al., 2008; Yang et al.,

2012) characterized by the downregulation of myelin-

related genes and the reactivation of a more immature-

like phenotype. We tested this spontaneous dedifferentia-

tion in the presence or absence of

UTP (Fig. 1C). As expected, 48 h after

plating, Krox-20 mRNA levels fell by

50% (in relation to samples obtained

3 h after plating, when the cells had

adhered to the plate). In this paradigm,

Krox-20 downregulation was not

affected by the presence of UTP.

Next, we decided to analyze the

ability of UTP to regulate c-Jun,

another transcription factor that

controls the other major genetic

pathway controlling SC physiology

and differentiation status, which

plays a key role keeping the SCs in

a more undifferentiated state,

participates in SC dedifferentiation in

some pathological conditions, and

presents a cross-antagonistic

functional relationship with Krox-20

(Parkinson et al., 2008). UTP was

not able to modulate c-Jun mRNA

levels neither in resting SCs nor, sur-

prisingly, when UTP was coadminis-

tered in the presence of the

differentiating agent dbcAMP

(Fig. 1B).

Although the c-Jun/Krox-20

antagonistic relationship is apparently

independent on c-Jun

phosphorylation status (Parkinson

et al., 2008), we decided to investigate

if UTP couldmodulate this characteris-

tic both in resting conditions, as well as

Fig. 1. Effects of UTP on SCs differentiation. (A, B) Primary SCs cultures maintained in Sato

medium were induced to differentiate by dbcAMP treatment for 72 h and the effect of UTP on Krox-

20 (A) and c-Jun (B) mRNA levels was analyzed by Q-RT-PCR. (C) Evaluation of the UTP effect

on acutely denervated SCs. SCs were dissociated from rat sciatic nerves and plated in culture with

Sato medium +/� UTP. Krox-20 mRNA expression was evaluated by Q-RT-PCR 3 h and 48 h

after plating. The mean value of the control data at 3 h after plating is expressed as 1. (D) Primary

SC cultures were induced to differentiate for 72 h with dbcAMP in the presence or absence of UTP

and phospho-c-Jun protein was measured by western blot and normalized to GAPDH. The mean

value of the control data is expressed as 1. **P � 0.01, ***P � 0.001, and ns = non-significant was

calculated by a Tukey’s post-test after ANOVA analysis.
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in the presence of dbcAMP. As expected, dbcAMP treat-

ment produced a strong decrease in phospho-c-Jun pro-

tein levels, but the treatment with UTP was not able to

produce any change on its abundance neither in resting

conditions nor in the presence of the synthetic cAMP ana-

log (Fig. 1D).

In short, UTP was only able to hamper Krox-20

upregulation in the presence of cAMP analogs,

suggesting that it could play a role as a ‘‘brake” to

maintain SCs in a more dedifferentiated state, although it

does not seem to participate in the dedifferentiation

process itself.

UTP bloks the activation of ErbB3 receptor by NRG

On top of their intrinsic genetic program, in vivo, SC

behavior is regulated primarily by instructive signals

coming from the axon and, among them, some of the

most relevant are mediated by NRGs,

a family of proteins that play a key

role in the physiology of SCs and

signal mainly through the ErbB2/

ErbB3 receptors. NRGs are not only

essential during the development of

the peripheral nervous system, but

also, according to growing evidence,

during nerve repair after injury.

To analyze whether UTP exerts

some action on NRG signaling,

isolated SCs were maintained in a

serum- and mitogen-free medium

(Sato medium) for 12 h, and after this

period they were treated with 10 ng/

ml of the extracellular domain (ECD)

of the neuregulin HRG1-b1 for 6 h in

the presence or absence of UTP. As

shown in Fig. 2A, HRG1-b1 ECD was

able to induce a strong ErbB3

phosphorylation and, in the presence

of UTP, ErbB3 activation was

strongly impaired.

NRGs are a complex family of

proteins with multiple isoforms. To

determine if the observed effect of

UTP on ErbB3 activation was a

general response or a response to

the specific neuregulin used, we

selected a more physiological model

in which SCs were exposed to

conditioned media from DRG

neurons to simulate paracrine

signaling. DRG neurons were

cultured in the presence or absence

of UTP and after 48 h the conditioned

media were collected and added to

isolated SC cultures. Control DRG

neuron-conditioned medium (CCM)

produced an increase in

phosphorylation of the ErbB3

receptor in SCs after 6 h, which was

abolished when the DRG neurons

were grown in the presence of UTP

(UTP-CM) (Fig. 2B). This result

seems to corroborate that UTP is able to impede general

ErbB3 activation by neuregulins. Alternatively, UTP could

be producing a reduction in the amount of soluble NRG or

another unknown factor produced by the DRG neurons

instead of acting in a direct fashion on SCs. To clarify this

question, the studies were repeated without treating DRG

neurons with UTP. Instead, UTP was directly added to

the SC culture together with the CCM (CCM+UTP) and

we obtained similar results (Fig. 2C), indicating that,

indeed, UTP can negatively modulate ErbB3

phosphorylation in a direct fashion in SC culture.

The UTP effect on N-cadherin expression

N-cadherin is a cell–cell adhesion protein that mediates

SC-SC and SC-axon interactions during the

development of the peripheral nervous system and in

Fig. 2. UTP blocks NRG-dependent ErbB3 activation. SCs were maintained in Sato medium for

12 h before treatment. (A) SCs remained untreated (Control) or were treated with 10 ng/ml NRG

for 6 h in the absence or presence of UTP (NRG and NRG+UTP, respectively). (B) SCs remained

untreated (Control) or were treated for 6 h with control-conditioned medium (CCM) obtained from

untreated DRG neurons or with conditioned medium obtained from DRG neurons cultured in the

presence of UTP (UTP-CM). (C) SCs remained untreated (Control) or were treated for 6 h with

control-conditioned medium from untreated DRG neurons, alone (CCM) or in combination with

UTP (CCM+UTP). In every panel, the effect of treatment on the phosphorylation level of the

ErbB3 receptor in SCs was evaluated by Western blot and data were normalized to b-tubulin and

the mean value for control data is expressed as 1. The image in panel A shows a representative

band for each treatment in the same gel. **P � 0.01, ***P � 0.001 was calculated by a Tukey’s post-

test after ANOVA analysis.
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nerve repair. To investigate the potential role of UTP in

SC-axon adhesion, we used a glial/neuronal coculture

model to simulate axon-SC recontact, which takes place

during the last stages of nerve regeneration. SCs were

harvested with trypsin using traditional methods in the

absence of calcium and magnesium. This harvesting

protocol digests N-cadherin from the cellular surface

prior to adding them to DRG neuron cultures (Wanner

and Wood, 2002). We studied N-cadherin recovery after

48 h of coculture and found that in the

presence of UTP, its expression was

not completely recovered (Fig. 3), sug-

gesting less interaction between SCs

and axons.

The UTP effect on SC migration

We studied in vitro the UTP effect on

proliferation and migration of SCs, two

events that take place during the early

stages of damage repair. We used a

Boyden chamber assay to study the

migratory ability of SCs. In the

presence of UTP they showed an

increased migration rate that was

statistically significant after 6 h of

treatment (Fig. 4).

To test the effect of UTP on

proliferation and, at the same time, rule out a potential

relationship between enhanced migration and an

increase in cell number, SC growth was estimated using

crystal violet nuclear staining after 72 h of treatment

(Gillies et al., 1986). We tested the UTP effect in non-

proliferative medium with 1% FBS (to rule out potential

cell death in the complete absence of serum) and in a pro-

liferative environment containing 10% FBS, in both cases

in the presence or absence of Fsk, a

synergistic agent of mitogens and

growth factors, to promote SC prolif-

eration (Iacovelli et al., 2007). As

expected, SC number was higher in

the presence of 10% serum, and

Fsk was observed to synergistically

increase this proliferation rate, reach-

ing a value closer to one of the most

potent mitogenic combinations for

SCs: 10% serum + NRG + Fsk. In

all instances, UTP did not affect the

proliferation rate of SCs, whether

alone or in combination with 10%

serum and/or Fsk (Fig. 5).

The UTP effect on myelin
formation

We decided to analyze whether UTP

could have any effect on myelin

formation in a coculture model. SCs

were seeded onto purified DRG

sensory neurons and, after allowing

the SCs to proliferate and

completely cover and ensheath the

axons, myelination was started

adding ascorbic acid. The process

was allowed to proceed for 7 days in

the continuous presence or absence

of UTP before the myelin content

was measured using Western blot to

determine the accumulation of the

myelin proteins MAG and P0. In the

presence of UTP there was a non-

Fig. 3. UTP blocks N-cadherin recovery after contact between SCs and axons. Cultured SCs were

harvested with trypsin in the absence of calcium and magnesium to digest N-cadherin from the

cellular surface. They were immediately added into a DRG neuron culture. The coculture was

maintained for 48h in the absence (Control) or presence of UTP. N-cadherin protein expression

was evaluated by Western blot and normalized to b-tubulin. The mean value for control data is

expressed as 1. ***P � 0.001 calculated by a t-test.

Fig. 4. UTP promotes SC migration. To evaluate the effect of UTP on SC migration, a Transwell

migration assay was performed by seeding the cells on the upper side of the membrane in the

absence (Control) or presence of UTP. At the indicated time points, the migrating cells were

stained with crystal violet and counted under the light microscope (objective magnification � 10;

scale bar 200 mm). The mean value for the control cell number at 2 h is expressed as 1. *P � 0.05,
**P � 0.01 calculated by a t-test.
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significant tendency showing reduced MAG and P0

protein levels (Fig. 6).

DISCUSSION

Any injury in the peripheral nerve causing damage to the

plasma membrane will result in the release of

intracellular molecules to the extracellular space.

Nucleotides are present in the normal content of a cell

and are known to have physiological actions. Our

previous findings (Lamarca et al., 2014), together with

the fact that extracellular UTP concentration is increased

after several stimuli and in pathologic situations such as

injury or inflammation (Lazarowski and Harden, 1999;

Lazarowski et al., 2003), suggest that UTP may play

an additional role as a modulator of SC behavior during

peripheral nerve regeneration. This study aimed to

determine whether UTP could affect the behavior of cul-

tured SCs in some key aspects such as differentiation,

proliferation, migration or myelination.

UTP alone was unable to cause any change in gene

expression in the key transcription factors Krox-20 and

c-Jun in a model of isolated SCs. In culture, these cells

more closely resemble denervated SCs because they

have been previously separated from axons, plated, and

treated with mitogens. This result suggests that, once

dedifferentiated, the SC phenotype is not modified in the

presence of UTP.

Additionally, the lack of effect immediately after

dissociation and plating of SCs on Krox-20

downregulation suggests that UTP does not affect the

process of dedifferentiation after losing contact with

axons either. These results indicate that UTP does not

seem to participate in the phenotypic changes that

occur after denervation. However, our results suggest

that UTP could play a role as a brake to SC

redifferentiation in response to mimickers of the main

axon-derived instructive signals, as evidenced by a

decrease in the cAMP-dependent upregulation of Krox-

20, as well as by a blunted NRG response.

This effect on Krox-20 expression, seems to be specific

for this transcription factor rather than a general blockage

of cAMP pathways, since we have shown that UTP was

not able to abolish the proliferative effect of Fsk, a mitotic

agent that acts by increasing cAMP levels. However, it

should be noted that proliferative and differentiation

signals have been shown to activate different cAMP

effectors (Bacallao and Monje, 2013) and therefore we

cannot rule out that UTP action could be restricted to a

specific pathway downstream cAMP or that UTP-

dependent inhibition of Krox-20 could be carried out

through other pathways rather than through cAMP

effectors.

One of the most relevant findings in the present study

is the effect of UTP on the NRG pathway through the

ErbB3 receptor. NRG is known to be

one of the master regulators of SC

physiology, controlling multiple

aspects, such as survival, migration,

proliferation, and myelination. It is

also well known that after peripheral

nerve injury there is an upregulation

of NRG-1 related to the regeneration

process (Carroll et al., 1997; Cohen

et al., 1992; Kwon et al., 1997). In

fact, together with the increase in

intracellular cAMP due to the activa-

tion of the G-protein coupled receptor

Gpr126 (Monk et al., 2009), it is con-

sidered as one other major axon-

derived instructive signals controlling

SC behavior.

Fig. 6. UTP does not significantly affect myelin formation. Purified SCs were added into DRG

neuron cultures. After a period of proliferation and axon ensheathment, myelination was induced

by ascorbic acid addition in the presence and absence of UTP. Myelin content was evaluated 7

days later by measuring P0 and MAG protein expression by Western blot. Total protein content

was estimated by Ponceau staining. The mean value for control data is expressed as 100%. ns =

non-significant calculated by a t-test.

Fig. 5. UTP does not affect the proliferation rate of SCs. SC

proliferation was evaluated in different culture media and treatments.

A basic non-proliferative medium with 1% fetal bovine serum (FBS)

and a proliferative medium containing 10% FBS were used. The UTP

effect was evaluated in these media, both alone and in combination

with Fsk. As a positive control, cells were treated with 10% FBS +

NRG + Fsk. Proliferation was evaluated after 72 h of treatment by

crystal violet staining and absorbance measurement. The mean

absorbance values under 0% FBS conditions are expressed as 1. ns

= non-significant calculated by a Tukey’s post-test after ANOVA

analysis.
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In our model, the activation of ErbB3 in SCs after the

addition of NRG is strongly inhibited in the presence of

UTP. The relevance of this data is evident, given the

central regulatory role of NRG in the regeneration

process. However, the exact meaning and the exact

molecular NRG-dependent mechanisms that can be

affected in the presence of UTP is unknown, due to the

extreme complexity of all the existing NRG isoforms.

Stassart and collaborators described a different role for

axonal and SC-derived NRG1 during the regeneration

process (Stassart et al., 2013): after injury, the temporary

loss of juxtacrine signaling from axonal NRG (NRG-1 type

III) during the first hours causes NRG-1 type I to be upreg-

ulated in SCs, which will be responsible for the first events

in Wallerian degeneration in an autocrine or paracrine

manner, controlling SC behavior and its dedifferentiation

and, ultimately, also promoting remyelination. On the

other hand, axonal NRG1 seems to play a later role in

the redifferentiation and remyelination processes, when

the contact between axons and SCs is re-established.

Although our results only demonstrate the inhibitory activ-

ity of UTP on soluble (type I and II) NRG1-ErbB3 signal-

ing, in a coculture model, in which NRG1 type III

signaling should therefore be active, preliminary results

from our laboratory indicate that UTP can also partially

prevent phosphorylation of the ErbB3 receptor by these

isoform. The regulation of the different isoforms of NRG

and their different ErbB receptors in a model of nerve

damage in vivo has been recently described at the mRNA

and protein level (Ronchi et al., 2016), showing that each

isoform is specifically regulated during the different

phases after peripheral nerve damage. Interestingly, the

authors found a strong decrease of ErbB receptors at

the protein level during the first days after injury, which

do not recover until a few days later, when the axonal

regrowth in the damaged nerve starts. In that sense, the

release of UTP by the damaged cells is also an early

event that could be contributing to the blockade of the

NRG/ErbB signaling during the early phases of Wallerian

degeneration.

To study one of the physiological effects of UTP in

SCs with potential implications in the process of

regeneration, we decided to study its influence on N-

cadherin expression. This molecule plays a critical role

during the development of the peripheral nervous

system and its expression decreases as precursors

differentiate into mature SCs and the myelination

program starts (Corell et al., 2010), but after damage its

Fig. 7. Overview of UTP effects on SCs behavior in culture: potential relevance in vivo. Neither the acquisition of a denervated phenotype nor the

proliferation rate of SCs was modulated in isolated SCs in vitro in the presence of UTP, two important events that take place shortly after injury.

Migration of SCs in culture was increased by UTP, which could be relevant to promote SCs migration through the injured area after damage. UTP

also decreased N-cadherin recovery during SC-axon contact, an essential process for axon guidance and SC redifferentiation. This potential effect

in the redifferentiation process is also supported by the observation that Krox-20 increase in the presence of differentiation signals such as dbcAMP

was strongly impaired by UTP. Moreover, UTP diminished the activation of ErbB3 receptor by NRG in SCs, which could hamper axonal Nrg1

signaling and contribute to the impairment of the SC redifferentiation process and, consequently, that of myelination.
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expression is recovered (Shibuya et al., 1995; Squitti

et al., 1999; Thornton et al., 2005) and it is considered

essential for a proper repair in two principal ways: initially,

by mediating SC-SC unions necessary for establishing

the bands of Büngner, a structure that will guide axonal

regrowth, and later for subsequent SC-axon recontact

(Wanner and Wood, 2002; Arthur-Farraj et al., 2012).

When SCs are added to a DRG neuron culture, they

acquire a bipolar morphology, extending their processes

along the axons. This phenomenon is evident within the

first hours of coculture, and N-cadherin expression at

SC-axon contacts has been shown to be necessary for

proper alignment (Wanner and Wood, 2002). The results

of the present study show that N-cadherin expression is

impaired in the presence of UTP. Although further studies

would be required to discern between a lack of recovery of

glial N-cadherin or a reduction in neuronal N-cadherin, our

findings suggest that the correct axon-SC contact and

alignment could be negatively affected by the presence

of UTP.

Myelination in the peripheral nervous system has

been shown to be a process highly dependent of NRG

signaling (Michailov et al., 2004; Taveggia et al., 2005),

as well as of cAMP pathways in vitro (Bacallao and

Monje, 2015; Monje et al., 2009; Parkinson et al., 2008;

Yoon et al., 2008) and in vivo (Mogha et al., 2013), being

Krox-20 the main transcriptional regulator of myelin genes

in SCs. However, although we observed a tendency

toward a small reduction in myelin protein accumulation,

which could be potentially explained mostly by the partial

block in NRG/ErbB3 signaling we describe in the present

work, UTP did not appear to remarkably affect myelin

formation.

Interestingly, UTP was able to enhance the migratory

behavior of SCs, similarly to what has been described for

several neural cells in the central nervous system (Neary

and Zimmermann, 2009). Although the exact cues and

mechanisms that regulate SC migration after nerve dam-

age have not been adequately elucidated yet, some evi-

dence indicates that this process is highly dependent on

both the interaction of SCs with the fibroblasts that accu-

mulate in the injured area as well as a fine regulation of N-

cadherin expression and localization within the cell

(Parrinello et al., 2010). We have shown here and in pre-

vious works (Martiáñez et al., 2013) that N-cadherin

expression is modulated by UTP in several experimental

models. The N-cadherin regulatory capacity of UTP there-

fore might somehow participate in the increased migration

observed and it would be interesting to study this regula-

tion in a more physiological model of nerve damage.

In summary, our findings indicate that UTP

administration in vitro favors the maintenance of a

denervated state of SCs by blocking the two main axon-

derived signaling pathways, reducing the cAMP-

dependent upregulation of Krox-20 and limiting NRG

signaling thought ErbB3 receptor. UTP also prevents

the expression of N-cadherin at SC-axon contacts and

promotes a more pro-migratory undifferentiated

phenotype. By virtue of the implications of all these

processes in the peripheral nerve regeneration, the

present results highlight the importance of further

investigating the potential role of UTP on Schwann cell

throughout the regeneration process in vivo (Fig. 7).
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