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 RESUMEN



Resumen

La acidemia propiónica (AP) es una enfermedad neurometabólica hereditaria causada por 

defectos en los genes PCCA y PCCB que codifican, respectivamente, para las subunidades α y β de 

la enzima mitocondrial propionil-CoA carboxilasa (PCC). La AP suele presentarse de forma neonatal 

severa, aunque hay presentaciones más tardías y con un fenotipo más suave. Las complicaciones a 

largo plazo más frecuentes son las relacionadas con los sistemas neurológico, principalmente en el 

estriado, y cardiovascular, especialmente hipertrofia cardíaca, cardiomiopatía dilatada y arritmias. 

Actualmente, no se conocen con exactitud los mecanismos moleculares implicados en el desarrollo 

de estas alteraciones y aún no existe un tratamiento efectivo para esta enfermedad. 

Estudios previos han mostrado la implicación de la disfunción mitocondrial y la alteración de la 

homeostasis redox en el desarrollo de la AP, tanto en muestras de pacientes como en el modelo 

murino hipomorfo Pcca-/-(A138T). Los estudios realizados en este trabajo para completar la 

caracterización del modelo murino de AP han puesto de manifiesto la desregulación de la biogénesis 

mitocondrial y los procesos de muerte celular y la alteración de la expresión de enzimas antioxidantes 

de forma tejido-específica. Además, se ha observado una alteración en el proceso autofágico, y en 

algunas de sus vías reguladoras, que podría representar uno de los mecanismos implicados en el 

desarrollo de las complicaciones cardíacas en el modelo murino de AP. La evaluación del tratamiento 

con rapamicina ha mostrado efectos beneficiosos restaurando la autofagia, lo que pone de manifiesto 

la importancia de la investigación de este compuesto, o sus derivados, como terapia adyuvante en 

pacientes AP que presenten cardiomiopatías.  

Por otro lado, la necesidad de obtener nuevos modelos celulares humanos que nos permitan 

estudiar en mayor profundidad la fisiopatología de la AP y evaluar el efecto de nuevos compuestos 

terapéuticos nos ha llevado a la generación y caracterización de células madre pluripotentes inducidas 

(iPSCs) a partir de fibroblastos de un paciente con mutaciones en el gen PCCA y otro, en PCCB. 

Estas líneas de iPSCs han supuesto una herramienta con un gran potencial para modelar la 

enfermedad ya que se han diferenciado a neuronas (iNs) GABAérgicas, astrocitos (iAs) y 

cardiomiocitos (iCMs) inducidos. Estudios preliminares han mostrado que las iNs PCCA poseen, 

aparentemente, una menor capacidad de formación de sinapsis que se correlaciona con defectos en 

el metabolismo energético mitocondrial. Asimismo, la caracterización de los iCMs PCCA ha 

revelado una disminución del metabolismo energético mitocondrial que se relaciona con una 

alteración en la expresión de genes de la cadena de transporte de electrones y  de la biogénesis 

mitocondrial. Además, presentan alteraciones en la biogénesis ribosomal, en la composición y la 

respuesta a estrés del retículo endoplásmico y en la expresión de microRNAs relacionados con daño 

cardíaco. Estas vías alteradas, que pueden contribuir a la fisiopatología de la enfermedad, suponen 

un punto de partida para la identificación de nuevas dianas terapéuticas en la AP.  
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 SUMMARY



Summary

Propionic acidemia (PA) is an inherited neurometabolic disease caused by defects in the α or β 

subunits of the mitochondrial enzyme propionyl-CoA carboxylase (PCC), encoded by PCCA or 

PCCB genes, respectively. PA is usually presented as a neonatal form but there are other milder 

forms that appear later. The most common long-term alterations are those related with the 

neurological system, in particular the striatum, and the cardiovascular system, especially cardiac 

hypertrophy, dilated cardiomyopathy and arrhythmias. Currently, the molecular mechanisms 

underlying disease progression are not yet fully understood and there is no effective treatment for 

this disease. 

Previous studies have shown the involvement of mitochondrial dysfunction and alteration of 

redox homeostasis in PA development, both in patient samples’ and in the hypomorphic murine 

model Pcca-/-(A138T). The analyses performed in this work to complete the characterization of the 

murine model have revealed a deregulation of mitochondrial biogenesis and cell-death processes and 

altered expression of antioxidant enzymes in a tissue-dependent manner. Moreover, we have 

observed an alteration in the autophagy process, along with changes in some of its regulatory 

pathways, which may be considered as one of the mechanisms involved in the development of 

cardiac alterations in the PA murine model. Rapamycin treatment has proven to be effective in the 

restoration of the autophagy process reflecting the potential utility of this compound, or its 

derivatives, as an adjuvant therapy for PA patients presenting cardiomyopathies.  

On the other hand, the need to obtain new human cellular models to gain a deeper insight into PA 

pathophysiology and for the evaluation of new therapeutic compounds has led us to generate and 

characterize induced pluripotent stem cells (iPSCs). In this work, we have reprogrammed fibroblasts 

from two PA patients with mutations in either PCCA or PCCB genes. These iPSCs lines have great 

potential for disease modelling as they have been successfully differentiated to induced GABAergic 

neurons (iNs), astrocytes (iAs) and cardiomyocytes (iCMs). Preliminary results have shown that 

PCCA iNs have, apparently, less capacity of synapse formation correlating with defects in 

mitochondrial energy metabolism. Likewise, characterization of PCCA iCMs has revealed an 

impaired mitochondrial energy metabolism probably due to changes in the expression of genes 

implicated in the mitochondrial biogenesis process and electron transport chain genes. Moreover, 

they present alterations in ribosomal biogenesis, in the composition and in the stress response of 

endoplasmic reticulum and in the expression of some microRNAs related to cardiac damage. The 

discovery of these altered pathways, which could be involved in PA pathophysiology, could pave the 

way for the discovery of new therapeutic targets in this disease. 
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Introducción

1. Acidemia propiónica

Las enfermedades metabólicas hereditarias (EMHs), también conocidas como errores innatos del

metabolismo, son enfermedades genéticas causadas por defectos en genes que codifican enzimas, 

cofactores, transportadores, factores de transcripción, etc., que participan en procesos bioquímicos y 

afectan al metabolismo de moléculas orgánicas, al funcionamiento de orgánulos y a la homeostasis 

celular. De manera individual, las EMHs son clasificadas como enfermedades raras ya que tienen 

una incidencia menor a 1 de cada 2.000 nacimientos (Agana et al., 2018).  

Las acidemias orgánicas son un grupo de EMHs que se caracterizan por la acumulación de 

compuestos tóxicos debido al bloqueo de una ruta metabólica. La acidemia propiónica (AP, OMIM 

606054), objeto de estudio de este trabajo, es una de las acidemias orgánicas más frecuentes, con una 

incidencia en la población caucásica de 1 por cada 100.000 nacimientos. En poblaciones con alta 

consanguinidad la frecuencia puede ser aún mayor, hasta 1 por cada 20.000 nacimientos (Richard et 

al., 2018).  

La AP es una EMH con herencia autosómica recesiva causada por la deficiencia en la enzima 

mitocondrial dependiente de biotina propionil-CoA carboxilasa (PCC, EC 6.4.1.3). La PCC se 

encuentra estructurada en forma de heterododecámero de subunidades α y β (α6β6) codificadas por 

los genes PCCA (OMIM 232000) y PCCB (OMIM 232050), respectivamente. Es la enzima 

encargada de catalizar el primer paso de la carboxilación del propionil-CoA a D-metilmalonil-CoA 

que, posteriormente, entra en el ciclo de Krebs en forma de succinil-CoA (Wongkittichote et al., 

2017). El propionil-CoA puede provenir de las vías de degradación de los aminoácidos metionina y 

treonina y de los aminoácidos ramificados (BCAA) valina e isoleucina, así como de los ácidos grasos 

largos de cadena impar (OLCFAs) y las cadenas laterales del colesterol. Además, algunas bacterias 
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presentes en la flora intestinal también son consideradas una fuente importante de propionato 

(Richard et al., 2018).  

1.1| Diagnóstico 

El diagnóstico de la AP se lleva a cabo bioquímicamente mediante la detección por espectrometría 

de masas de metabolitos derivados del propionato como el 3-hidroxipropionato, el 2-metilcitrato y 

la propionilglicina, que son excretados por la orina. El diagnóstico presintomático de recién nacidos 

se lleva cabo por la detección en sangre de la acumulación de propionilcarnitina y de una deficiencia 

secundaria de carnitina por espectrometría de masas en tándem (Imperlini et al., 2016). La 

confirmación del defecto es llevada a cabo mediante el análisis enzimático por la determinación de 

la actividad PCC en linfocitos o fibroblastos del paciente y, también, mediante el análisis genético. 

En casos en los que exista alto riesgo de padecer la enfermedad es posible hacer un diagnóstico 

prenatal a través de un estudio metabólico, enzimático y genético de muestras fetales (Fraser y 

Venditti, 2016). 

1.2| Presentación clínica 

La AP se presenta mayoritariamente de forma neonatal en niños asintomáticos al nacer que 

desarrollan síntomas como rechazo al alimento, vómitos, letargia y fatiga en las primeras semanas 

de vida. Suele acompañarse de cetoacidosis, hipoglicemia e hiperamonemia. Si no se diagnostica y 

trata rápidamente estos pacientes desarrollan convulsiones y encefalopatías que pueden llevar al 

coma y a la muerte. La forma tardía de la enfermedad es menos frecuente y los pacientes suelen 

presentar retraso en el desarrollo, vómitos crónicos, intolerancia a las proteínas, hipotonía, etc., cuya 

severidad depende, en parte, del grado de actividad residual de la enzima y la frecuencia de aparición 

de factores que induzcan un estado catabólico (Pena et al., 2012, Jurecki et al., 2019).  

Pese a tener un buen control metabólico, los pacientes AP desarrollan una serie de complicaciones 

a largo plazo que afectan a los sistemas gastrointestinal, inmunológico, neurológico y cardíaco; 

siendo estas dos últimas las responsables del mayor porcentaje de morbilidad y mortalidad en la AP 

(Haijes et al., 2019a). Aproximadamente, el 70% de los pacientes AP desarrollan alteraciones 

neurológicas a largo plazo como retraso intelectual y psicomotor, hipotonía, convulsiones, atrofia 

del nervio óptico y desórdenes del movimiento (Tuncel et al., 2018). También se han descrito 

problemas psiquiátricos como autismo y el trastorno de déficit de atención e hiperactividad (Cotrina 

et al., 2019). Los estudios de resonancia magnética han permitido identificar lesiones en los ganglios 

basales, especialmente en las estructuras del estriado núcleo caudado y putamen, que son las 

responsables de los desórdenes del movimiento. Además, se han identificado otros daños como 

menor mielinización en la materia blanca, edemas cerebrales, atrofia cortical generalizada y 
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hemorragia cerebelar. Los pacientes que no siguen la dieta prescrita correctamente y que sufren un 

gran número de crisis metabólicas tienen un mayor riesgo de desarrollo de patologías neurológicas 

graves, posiblemente debido a la intoxicación crónica causada por la acumulación de metabolitos 

tóxicos (Wajner, 2019).  

Otras de las complicaciones más habituales e importantes, como se ha indicado anteriormente, 

son las que afectan al corazón. Los síntomas cardíacos no están relacionados con la severidad de la 

enfermedad y pueden aparecer incluso cuando no se han sufrido descompensaciones metabólicas por 

un largo período de tiempo. Las más frecuentes son las cardiomiopatías, especialmente la 

cardiomiopatía hipertrófica (HCM) y la cardiomiopatía dilatada (DCM), la disfunción cardíaca aguda 

y el síndrome del QT largo, que es causante de las arritmias ventriculares. La DCM está caracterizada 

por un aumento del tamaño de los ventrículos y disfunción sistólica y se observa en un 30% de los 

pacientes AP (Kovacevic et al., 2020). Normalmente, se presenta en el primer año de vida, aunque 

se han descrito casos más leves y con cierta actividad residual PCC en los que se ha desarrollado 

durante la edad adulta (Grotto et al., 2018, Hannah et al., 2019). El intervalo QT refleja la duración 

desde que se inicia la despolarización ventricular hasta el final de su repolarización (Bohnen et al., 

2017). La prolongación de este intervalo ha sido reportada en el 70% de pacientes AP, mientras que 

las arritmias, como latidos ventriculares ectópicos o pareados, en un 20%. Frecuentemente, aparecen 

una vez pasada la infancia y su prevalencia aumenta con la edad, sugiriendo una alteración de las 

corrientes de repolarización debida al efecto acumulativo de los productos tóxicos (Bodi et al., 2016). 

1.3| Fisiopatología 

Como sucede en muchas de las acidurias orgánicas (Dimitrov et al., 2020), en la AP la 

acumulación de metabolitos tóxicos derivados de la deficiencia en PCC produce una serie de 

alteraciones sobre el metabolismo energético y la homeostasis redox que derivan en una disfunción 

mitocondrial secundaria (Richard et al., 2018). Se ha descrito que la acumulación de propionil-CoA 

produce inhibición de las enzimas del ciclo de Krebs α-cetoglutarato deshidrogenasa (αCGDH) y 

succinil-CoA sintetasa (SCS). Sus rutas anapleróticas también se ven afectadas ya que el propionil-

CoA es capaz de inhibir la piruvato deshidrogenasa (PDH) cuyo producto puede entrar al ciclo de 

Krebs para compensar la falta de sustratos. De la misma manera se ve afectada la ruta anaplerótica 

del succinil-CoA ya que el producto de la reacción mediada por la PCC, el D-metilmalonil-CoA, 

también puede entrar al ciclo de Krebs en forma de succinil-CoA (Wongkittichote et al., 2017). Estas 

alteraciones no son debidas exclusivamente a la acción del propionil-CoA, sino que también son 

causadas por la acumulación de otros productos tóxicos derivados de su metabolismo, como el 

metilcitrato, que se produce por conjugación con el oxalacetato y produce inhibición de enzimas del 

ciclo de Krebs (Haijes et al., 2019b) (Figura 1). 
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La deficiencia energética observada en la AP también es debida a la disminución de la expresión 

y actividad de complejos de la cadena de transporte de electrones (CTE), como la inhibición de la 

actividad del complejo CIII por parte del propionil-CoA que se ha observado en tejidos de pacientes 

(Mardach et al., 2005, Schwab et al., 2006, de Keyzer et al., 2009), lo cual conlleva una reducción 

de la producción de ATP (Wongkittichote et al., 2017). Alteraciones en la CTE suelen estar asociadas 

a una acumulación de especies reactivas de oxígeno (ROS) (Pizzino et al., 2017). En este sentido, se 

ha descrito un aumento de ROS y de daño oxidativo a lípidos y proteínas en muestras de pacientes 

(Mc Guire et al., 2009, Ribas et al., 2012, Gallego-Villar et al., 2013). Además, esta alteración de la 

homeostasis redox podría ser responsable de las alteraciones ultraestructurales encontradas en 

mitocondrias de pacientes AP (Schwab et al., 2006, Baruteau et al., 2014). Por otro lado, en algunas 

muestras de tejido de pacientes se ha observado una depleción de DNA mitocondrial (mtDNA) que 

podría contribuir a la deficiencia energética y que puede ser debida a la inhibición de la SCS, que es 

una enzima que participa indirectamente en la síntesis del mtDNA, por parte del propionil-CoA 

(Yano et al., 2003, Schwab et al., 2006, de Keyzer et al., 2009). Además, se produce una acumulación 

de OLCFAs debido a que la PCC participa en el proceso de β-oxidación de ácidos grasos y, por otro 

lado, la síntesis de ácidos grasos se encuentra favorecida ya que el propionil-CoA actúa como sustrato 

(Wongkittichote et al., 2017) (Figura 1). 
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Figura 1. Efecto de la acumulación del propionil-CoA sobre el metabolismo energético mitocondrial. 

Esquema que muestra los distintos precursores del propionil-CoA y su metabolismo en la mitocondria. La 

deficiencia en PCC provoca una acumulación de propionil-CoA que inhibe la función de distintas enzimas 

generando un defecto en el metabolismo energético, depleción del mtDNA y acumulación de ROS que produce 

daño oxidativo en biomoléculas, de forma que se produce una disfunción mitocondrial que podría contribuir a la 

fisiopatología de la AP. CI: NADH deshidrogenasa; CII: succinato deshidrogenasa; CIII: complejo citocromo b-

c1; CIV: citocromo oxidasa; CV: H+-ATP sintasa; CS: citrato sintasa; IDH: isocitrato deshidrogenasa; Ile: 

isoleucina; LDH: lactato deshidrogenasa; MCE: metilmalonil-CoA epimerasa; MCM: metilmalonil-CoA mutasa; 

MDH: malato deshidrogenasa; Met: metionina; mtDNA: DNA mitocondrial; OLCFAs: ácidos grasos largos de 

cadena impar; PCC: propionil-CoA carboxilasa; PDH: piruvato deshidrogenasa; SCS: succinil-CoA sintetasa; 

SDH: succinato deshidrogenasa; Thr: treonina; Val: valina; αCGDH: α-cetoglutarato deshidrogenasa. 
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La acumulación de productos tóxicos y la inhibición del metabolismo energético es especialmente 

relevante en tejidos con una alta demanda energética, como son el corazón y el cerebro (Haijes et al., 

2019a). Aunque aún no se conocen los mecanismos moleculares subyacentes al desarrollo de las 

cardiomiopatías, hay varias hipótesis sobre su causa: i) la acumulación de productos tóxicos 

derivados del metabolismo del propionato produce un bloqueo de la corriente rectificadora de potasio 

de componente lenta (Iks) y una disminución de la expresión del canal de potasio KCNQ1; esto se 

traduce en una prolongación de la duración del potencial de acción que podría dar lugar a la aparición 

del síndrome del QT largo y arritmias (Bodi et al., 2016); ii) una deficiencia secundaria de carnitina 

(Mardach et al., 2005), molécula clave para el correcto funcionamiento cardíaco, y de la coenzima 

Q10, que tiene función antioxidante (Fragaki et al., 2011, Baruteau et al., 2014); iii) bloqueo de las 

rutas anapleróticas del ciclo de Krebs y aumento del estrés oxidativo por la deficiencia en PCC 

generando una depleción del metabolismo energético que puede ser una de las causas de las 

alteraciones en la contractilidad del corazón (Mardach et al., 2005, Fragaki et al., 2011, Baruteau et 

al., 2014, Wongkittichote et al., 2017); y iv) la inhibición de las deacetilasas de histonas por parte 

del propionato (Silva et al., 2018) que podría estar implicada en la aparición del remodelado cardíaco 

patológico (Bagchi y Weeks, 2019). 

Se postula que en el cerebro es igualmente relevante el defecto del metabolismo energético y, 

junto al aumento del estrés oxidativo, producen un desbalance en los niveles de metabolitos 

esenciales y neurotransmisores afectando a su correcto funcionamiento (Haijes et al., 2019a). Una 

de las alteraciones más frecuentes es la hiperamonemia que está asociada a la aparición de edemas 

cerebrales debido a la alta susceptibilidad de los astrocitos al estrés osmótico y con un aumento del 

estrés oxidativo, alteraciones en la transmisión sináptica e inflamación (Heidari, 2019). La 

acumulación de amonio puede estar causada por defectos en el ciclo de la urea ya que el propionil-

CoA actúa como inhibidor competitivo de la N-acetilglutamato sintasa (NAGS), enzima encargada 

de la síntesis del activador del ciclo de la urea N-acetilglutamato. Otro motivo podría ser el bloqueo 

del ciclo de Krebs y de sus rutas anapleróticas lo que favorece el desbalance de algunas enzimas, 

como la glutamato deshidrogenasa (GDH), hacia la producción de amonio (Haberle et al., 2018). 

Además de la intoxicación por amonio, la hiperamonemia puede derivar en una sobreactivación de 

los receptores NMDA por aumento del glutamato extracelular lo que podría dar lugar a la aparición 

de epilepsia (Barker-Haliski y White, 2015), como sucede en un modelo de ratas tratadas con ácido 

propiónico (Rigo et al., 2006). Esta sobreactivación se ve reforzada por el aumento de los niveles de 

glicina debido a la inhibición del propionil-CoA sobre el complejo encargado de su degradación 

(GCS) (Wongkittichote et al., 2017). Por último, se ha descrito que la letargia observada en un 

modelo murino tratado con propionato podría deberse a un aumento del GABA extracelular debido 

a la inhibición por parte del propionato de la GABA transaminasa (GAD), enzima encargada de su 

degradación (Morland et al., 2018) (Figura 2).   
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1.4| Tratamiento 

 Actualmente, no existe cura para la AP, por lo que el tratamiento de la enfermedad se basa en 

una corrección metabólica que alivie la sintomatología y mejore la calidad de vida de los pacientes. 

El tratamiento a largo plazo está fundamentalmente basado en una dieta restringida en proteínas 

y suplementada con una mezcla de aminoácidos exenta de los aminoácidos propionogénicos, en 

evitar estados de ayuno que fomenten el catabolismo de proteínas y en un tratamiento con antibióticos 

para evitar la producción de propionato por parte de la flora intestinal. Esta dieta suele suplementarse 

con L-carnitina, para corregir los bajos niveles de carnitina libre y promover la excreción de 

metabolitos tóxicos. Durante las crisis agudas, la hiperamonemia puede ser tratada con N-

carbamilglutamato para estimular el ciclo de la urea o benzoato de sodio y sesiones de hemodiálisis 

o hemofiltración en los casos más agudos; la cetoacidosis es tratada mediante bicarbonato sódico

(Haijes et al., 2019b). 

El trasplante hepático también es usado como otra posible estrategia terapéutica, ya que el hígado 

es el principal órgano metabolizador de BCAA. Tras el trasplante, los estudios muestran una 

reversión de la enfermedad hacía un fenotipo menos severo en el que se reduce la aparición de crisis 

metabólicas agudas y mejora la tolerancia a las proteínas. Además, se ha observado que, en 

aproximadamente la mitad de los pacientes trasplantados, se produce una reversión de la 

cardiomiopatía y, en algunos casos, también mejora la sintomatología neurológica. Sin embargo, el 
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Figura 2. Mecanismos moleculares implicados en las alteraciones neurológicas de la AP. Hiperamonemia 

producida por acumulación del propionil-CoA que produce inhibición de enzimas del ciclo de Krebs y de la NAGS 

(panel A). Hiperglicinemia causada por inhibición de la GCS por parte del propionil-CoA (panel B). Acumulación 

del neurotransmisor GABA en neuronas GABAérgicas por el efecto inhibitorio del propionato sobre la GAD (panel 

C). CPSI: carbamil fosfato sintasa I; GAD: GABA transaminasa; GCS: complejo de degradación de la glicina; 
GDH: glutamato deshidrogenasa; NAGS: N-acetilglutamato sintasa. 
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alto coste económico y las complicaciones derivadas del propio trasplante hacen que no sea la terapia 

más adecuada en todos los casos (Yap et al., 2020).  

1.5| Terapias en investigación 

La inefectividad de estos tratamientos para prevenir el desarrollo a largo plazo de otras 

complicaciones y la baja calidad de vida de los pacientes pone de manifiesto la necesidad de 

desarrollar nuevas aproximaciones terapéuticas, como las siguientes que se encuentran en 

investigación: 

Terapia génica: el defecto en PCC se ha intentado revertir mediante terapia génica y para ello ha 

sido clave el desarrollo de un modelo murino hipomorfo Pcca-/-(A138T) (Guenzel et al., 2013). En 

este modelo, se ha conseguido recuperar a largo plazo cierto nivel de actividad PCC mediante la 

inyección intravenosa de vectores adenoasociados con alto tropismo muscular y hepático, logrando 

una reducción en los niveles de metabolitos tóxicos acumulados (Guenzel et al., 2015). 

Tratamiento antioxidante: se ha descrito una reversión del aumento de los niveles de ROS y de la 

alteración de los niveles de enzimas antioxidantes en fibroblastos de pacientes AP tras el tratamiento 

con compuestos antioxidantes como tirón, trolox, resveratrol y MitoQ (Gallego-Villar et al., 2014). 

Estos resultados han sido confirmados posteriormente en el modelo murino hipomorfo, donde se ha 

observado que el tratamiento con MitoQ o resveratrol produce una disminución del daño oxidativo 

en biomoléculas, alteración en la expresión de enzimas antioxidantes y reversión de marcadores de 

daño cardíaco (Rivera-Barahona et al., 2017a). Asimismo, se ha descrito la reversión de la 

cardiomiopatía de un paciente AP mediante la suplementación con la coenzima Q10 (Baruteau et al., 

2014) y una mejora de las funciones cognitivas de ratas tras la administración de ácido propiónico y 

el posterior tratamiento con el compuesto antioxidante ácido ascórbico (Pettenuzzo et al., 2002). 

Terapia de remplazo enzimático: algunos estudios in vitro preliminares muestran la capacidad de 

restauración de la actividad PCC mediante la introducción de la enzima PCC usando péptidos de 

fusión para favorecer su entrada a las mitocondrias (Darvish-Damavandi et al., 2016, Collard et al., 

2018). 

Terapia anaplerótica: la suplementación con metabolitos intermediarios del ciclo de Krebs, 

especialmente el citrato, supone una forma segura de restaurar el metabolismo energético y ha 

conseguido reducir el número de hospitalizaciones en pacientes AP (Longo et al., 2017). 

Terapias específicas de mutación: se han desarrollado distintas aproximaciones terapéuticas 

dirigidas a corregir un defecto genético específico. Las mutaciones missense son las más frecuentes 

en la AP y, generalmente, afectan al plegamiento de la proteína. Se ha descrito el efecto de 

chaperonas farmacológicas que estabilizan la proteína PCC aumentando su actividad in vitro (Kelson 

et al., 1996). Por otro lado, el uso de oligonucleótidos antisentido y la sobreexpresión del U1 snRNA 
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en fibroblastos de pacientes ha corregido el efecto de mutaciones de splicing (Rincon et al., 2007, 

Sanchez-Alcudia et al., 2011). Las mutaciones nonsense podrían ser revertidas mediante el uso de 

compuestos readthrough que son capaces de recuperar cierta actividad enzimática ya que evitan la 

terminación temprana de la traducción de la proteína (Sanchez-Alcudia et al., 2012). 

1.6| Modelos de enfermedad en AP 

Comprender los mecanismos celulares y moleculares que ocurren en las acidurias orgánicas es 

esencial para la investigación de nuevas estrategias que permitan su prevención y tratamiento y, para 

ello, es necesaria la búsqueda de nuevos modelos animales y celulares que recapitulen fielmente las 

características de la enfermedad (Dimitrov et al., 2020). 

1.6.1. Modelos animales 

La búsqueda de modelos que permitan un estudio a un nivel más fisiológico de los procesos 

alterados en la AP y el efecto de nuevas aproximaciones terapéuticas ha llevado al desarrollo de dos 

modelos murinos. El primero de ellos, se trata de un ratón knockout deficiente en PCC con una 

presentación neonatal severa de la enfermedad que solo le permite sobrevivir 24-36 horas (Miyazaki 

et al., 2001) lo que impide su uso en investigación. El segundo modelo, se trata de un ratón hipomorfo 

Pcca-/-(A138T) basado en el ratón deficiente en PCC al que se le introduce el cDNA del gen PCCA 

humano con la mutación p.A138T, descrita previamente en pacientes AP (Desviat et al., 2004). Este 

nuevo modelo presenta una forma moderada de la enfermedad ya que retiene el 2,2% de la actividad 

PCC lo que le permite sobrevivir a la edad adulta mimetizando los síntomas bioquímicos y clínicos 

de los pacientes (Guenzel et al., 2013), por lo que ha sido el modelo utilizado en todos los estudios 

posteriores. 

El análisis del metabolismo energético en el modelo murino hipomorfo de AP ha mostrado 

alteraciones en los niveles de proteínas implicadas en glicolisis, β-oxidación y complejos de la CTE 

de forma tejido-específica. También se ha descrito una alteración de la homeostasis redox marcada 

por un aumento de los niveles de ROS, desregulación de la expresión de enzimas antioxidantes, 

depleción de mtDNA y aparición de daño oxidativo en biomoléculas (Gallego-Villar et al., 2013). 

Además, ha resultado ser un buen modelo para el estudio de las patologías cardíacas asociadas a la 

AP ya que presenta un aumento de la expresión de marcadores de daño cardíaco como son el factor 

natriurético A (ANP; Nppa), el factor natriurético B (BNP; Nppb) y la isoforma β de la cadena pesada 

de la miosina (β-MHC; Myh7) (Rivera-Barahona et al., 2017b). Recientemente, se ha descrito que 

estos ratones poseen una disfunción cardíaca asociada a una disminución del acoplamiento 

excitación-contracción por la alteración de las corrientes de calcio y por el aumento del estrés 

oxidativo lo que da lugar a la aparición de las arritmias ventriculares (Tamayo et al., 2020). 
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Otros estudios se han centrado en el análisis de la expresión de diversos microRNAs (miRNAs) 

en distintos tejidos del modelo murino hipomorfo. Los miRNAs son un tipo de RNA de cadena 

simple no codificante de unos 22 nucleótidos de longitud cuya función es regular la expresión génica 

a nivel postranscripcional (Rivera-Barahona et al., 2017c). Los miRNAs desempeñan funciones 

específicas en cada tejido y están implicados en la regulación de distintos procesos fisiológicos como 

proliferación, diferenciación, muerte celular, metabolismo, etc. (Correia de Sousa et al., 2019). La 

desregulación de su expresión tiene un gran impacto en la fisiología celular y, por tanto, en el 

desarrollo de enfermedades como las neurodegenerativas (Juzwik et al., 2019), metabólicas 

(Vienberg et al., 2017), cardiovasculares (Wojciechowska et al., 2017) y cáncer (Cortez et al., 2019), 

entre otras. Los estudios en el modelo murino hipomorfo de AP han mostrado una desregulación de 

varios miRNAs, como el aumento del miR-34a, miR-338 y miR-350 en corazón, cerebro e hígado, 

lo cual podría contribuir al desarrollo de la AP (Rivera-Barahona et al., 2017b).  

1.6.2. Modelos celulares 

El modelo celular más utilizado hasta la fecha son los fibroblastos de pacientes (Schwab et al., 

2006, de Keyzer et al., 2009, Gallego-Villar et al., 2014, Collard et al., 2018) debido, principalmente, 

a su facilidad de obtención mediante biopsias de piel y a que mantienen el fondo genético del propio 

paciente. Destaca además su estabilidad en cultivo hasta los 15-20 pases y la robustez de los 

resultados que se obtienen al ser utilizados para modelar una enfermedad (Auburger et al., 2012). 

Sin embargo, presentan ciertas limitaciones como la imposibilidad de mantenimiento en cultivo de 

forma indefinida y las diferencias en pureza y ritmo de crecimiento en función del número de pases 

y de la edad del paciente donador (Kalman et al., 2016). Además, son particularmente ineficaces para 

el estudio del metabolismo mitocondrial ya que presentan unas características metabólicas propias y 

son resistentes a la mayoría de los estresores (Hu et al., 2019).  
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2. Modelos de enfermedad basados en células madre

Las limitaciones que presentan los fibroblastos, mencionadas anteriormente, y las de los modelos

animales, como la variabilidad genética entre especies, los elevados costes de su mantenimiento y la 

imposibilidad de modelar algunas enfermedades, han fomentado la búsqueda de modelos celulares 

humanos alternativos (Hartung, 2008). De este modo, las células madre han cobrado una especial 

relevancia ya que son células desdiferenciadas, capaces de autorenovarse de forma indefinida y con 

carácter pluripotente lo que les permite diferenciarse a cualquier tipo celular. Pueden ser obtenidas 

de tejido fetal o embrionario o de localizaciones específicas del organismo adulto, pero los conflictos 

éticos asociados a su uso junto al rechazo inmune que puede producirse por tratarse de un trasplante 

alogénico limitan sus aplicaciones (Bacakova et al., 2018). Por todo ello, el descubrimiento de 

Takahashi y Yamanaka de que células somáticas adultas pueden ser reprogramadas a células madre 

pluripotentes inducidas (iPSCs), que son células con expresión genética y epigenética similar a las 

células madre y con la misma capacidad de diferenciación, supuso una gran revolución científica 

(Takahashi y Yamanaka, 2006).  

La reprogramación a iPSCs puede llevarse a cabo partiendo de células adultas fácilmente 

accesibles como fibroblastos, queratinocitos, células madre hematopoyéticas, etc. Habitualmente, se 

usa una combinación de 4 factores conocidos como OSKM (OCT3/4, SOX2, KLF4 y c-MYC) 

(Takahashi y Yamanaka, 2006). Se han desarrollado diversas tecnologías para llevar a cabo la 

reprogramación, entre ellas se encuentra el uso de vectores retrovirales y lentivirales, pero presentan 

el riesgo de integración en regiones clave del genoma. Este hecho ha propiciado el desarrollo de 

nuevos métodos no integrativos, siendo los más usados los basados en el virus Sendai, los DNA 

episomales y los RNA sintéticos (Doss y Sachinidis, 2019). Las iPSCs presentan diversas 

aplicaciones relevantes y abren nuevas fronteras en la ciencia médica no solo como modelo de 

enfermedad, sino que también exhiben un gran potencial para el descubrimiento de fármacos y para 

la realización de ensayos farmacológicos y toxicológicos, así como para su uso en terapias de 

remplazo en el campo de la medicina personalizada (Wiegand y Banerjee, 2019) (Figura 3). 

Entre las ventajas del uso de las iPSCs para generar modelos de enfermedad podemos destacar su 

facilidad de cultivo, que constituyen una fuente inagotable de material biológico y que son 

específicas de cada paciente con lo que permiten establecer buenas correlaciones genotipo-fenotipo. 

Además, nos permiten generar tipos celulares de difícil obtención en un organismo adulto y son 

susceptibles de ser manipuladas genéticamente con sistemas de edición génica como CRISPR/Casp9 

(Karagiannis et al., 2019). Es especialmente relevante el uso de los cardiomiocitos derivados de 

iPSCs para el modelaje de enfermedades cardiovasculares, como arritmias, HCM y DCM, por lo que 

se han desarrollado múltiples protocolos para optimizar su diferenciación y maduración, aunque sus 

propiedades electrofisiológicas aún no son idénticas a las de los cardiomiocitos adultos humanos 
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(Yoshida y Yamanaka, 2017, Chun et al., 2018). También es relevante su aplicación en el modelaje 

de enfermedades neurológicas ya que los cultivos primarios de neuronas son difíciles de conseguir 

y, normalmente, la cantidad de células es insuficiente para la realización de algunos experimentos 

(Engle et al., 2018). Además, existen protocolos de diferenciación a casi todos los tipos de células 

neuronales y gliales existentes con lo que permiten el estudio de un amplio espectro de desórdenes 

como Parkinson, enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral amiotrófica, etc., aunque su mayor 

limitación es la falta de reproducibilidad del carácter neurodegenerativo y acumulativo de estas 

enfermedades (Li, L. et al., 2018).  

Las limitaciones que presentan los modelos derivados de iPSCs son, principalmente, las 

variaciones interclonales genéticas, epigenómicas y transcripcionales que derivan de los procesos de 

reprogramación y diferenciación y que generan una gran heterogeneidad que dificulta la 

reproducibilidad de los ensayos. Además, su inmortalidad puede llevar a la acumulación de 

alteraciones genéticas por lo que es importante realizar controles rutinarios de su estabilidad. Sin 

embargo, el mayor desafío reside en la optimización de los protocolos para la obtención de cultivos 

homogéneos de células diferenciadas que recapitulen todas las propiedades de una célula adulta 

(Doss y Sachinidis, 2019, Karagiannis et al., 2019). Por otro lado, la falta de interacciones complejas 

que se dan en los tejidos de un organismo ha llevado a desarrollar otros modelos más complejos 

como los organoides o las quimeras basadas en trasplantes xenográficos de iPSCs. Este tipo de 

modelos ha permitido el modelaje de fenotipos patológicos complejos como los producidos en 

enfermedades infecciosas o cáncer, ya que reflejan las alteraciones a nivel de órgano o de tejido 

(Rowe y Daley, 2019).  

Figura 3. Generación y diferenciación de las iPSCs y sus aplicaciones. Esquema representativo de la 

reprogramación de células maduras adultas a iPSCs mediante los factores OSKM (OCT3/4, SOX2, KLF4 y c-MYC) 

y su posterior diferenciación a distintos tipos celulares que pueden tener diversas aplicaciones en el campo de la 
investigación, la industria farmacéutica y la medicina personalizada. 
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3. La mitocondria y sus funciones

Las mitocondrias son consideradas la factoría energética de las células ya que es donde se produce

la mayoría del ATP requerido para el correcto funcionamiento celular. Las mitocondrias poseen su 

propio DNA, el mtDNA, que se replica de forma independiente y codifica principalmente proteínas 

implicadas en la fosforilación oxidativa; el resto de las proteínas requeridas para la estructura y 

función mitocondrial están codificadas por el DNA nuclear (Annesley y Fisher, 2019).  

Además de en la producción de ATP, las mitocondrias intervienen en el metabolismo energético 

mediante la producción de precursores de macromoléculas como lípidos, proteínas y ácidos 

nucleicos. Por otro lado, durante el metabolismo mitocondrial se generan subproductos, como 

amonio o ROS, cuya detoxificación es fundamental para el correcto funcionamiento celular ya que 

participan en la señalización de muchos procesos complejos como autofagia, muerte celular o estrés 

del retículo endoplásmico (RE) (Spinelli y Haigis, 2018). Estas observaciones ponen de manifiesto 

la gran relevancia que tiene la disfunción mitocondrial en el desarrollo de enfermedades neurológicas 

(Belenguer et al., 2019), cardiovasculares (Sabbah, 2020), metabólicas (Bhatti et al., 2017) o cáncer 

(Anderson et al., 2018).  

3.1| Metabolismo energético mitocondrial 

La mitocondria es considerada el principal orgánulo donde se llevan a cabo las funciones 

metabólicas de la célula (Osellame et al., 2012). El catabolismo de macromoléculas como hidratos 

de carbono, lípidos y proteínas se produce en la mitocondria, ya que cada uno de estos sustratos 

puede ser catabolizado a acetil-CoA que es capaz de entrar en el ciclo de Krebs (Martinez-Reyes y 

Chandel, 2020). En este proceso se generan las formas reducidas NADH y FADH2 cuyo poder 

reductor va a ser utilizado para generar un gradiente electroquímico que permite la síntesis de ATP 

mediante el proceso de fosforilación oxidativa (Wilson, 2017).  

Las alteraciones en el metabolismo energético no solo se deben a defectos en genes implicados 

en el metabolismo mitocondrial, como sucede en las enfermedades mitocondriales (Annesley y 

Fisher, 2019), sino que también puede deberse a la acumulación de metabolitos tóxicos, lo cual es 

especialmente relevante en el caso de las EMHs (Wajner y Goodman, 2011, Stepien et al., 2017) y, 

particularmente, en las acidemias orgánicas (Dimitrov et al., 2020). Como se ha comentado en la 

sección anterior, en el caso de la AP, la acumulación de propionil-CoA y sus derivados metabólicos 

provoca la inhibición de diversas enzimas mitocondriales que conducen a un déficit energético 

(Wongkittichote et al., 2017) potencialmente implicado en el desarrollo de alteraciones neurológicas 

y cardiovasculares (Haijes et al., 2019a). 
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3.2| Biogénesis mitocondrial 

La homeostasis mitocondrial está definida por la coordinación entre dos procesos opuestos: la 

generación de nuevas mitocondrias, lo cual se conoce como biogénesis mitocondrial, y la eliminación 

de mitocondrias dañadas, la mitofagia (Palikaras y Tavernarakis, 2014). La biogénesis mitocondrial 

es un proceso en el que se produce un aumento de la masa mitocondrial por el crecimiento y la 

división de las mitocondrias ya existentes. Esto implica la replicación del mtDNA, la síntesis de las 

membranas mitocondriales, la síntesis de proteínas codificadas por el mtDNA y la importación de 

proteínas codificadas por el DNA nuclear (Li, P. A. et al., 2017).  

La síntesis de nuevas mitocondrias constituye un proceso complejo cuya regulación se produce 

por varios mecanismos que determinan el nivel de expresión y activación del co-activador 

transcripcional PGC-1α, que es considerado el regulador principal de la biogénesis mitocondrial ya 

que coordina la expresión de genes codificados por el genoma nuclear y mitocondrial (Popov, 2020). 

Los mecanismos regulatorios más importantes son los mediados por la quinasa activada por AMP 

(AMPK) y por la deacetilasa sirtuina 1 (SIRT1) (Li, P. A. et al., 2017). Fisiológicamente, la 

activación de AMPK está mediada por el ejercicio físico o la falta de nutrientes y da lugar a la 

fosforilación y activación de PGC-1α. A su vez, AMPK fosforila y activa SIRT1 que lleva a cabo la 

deacetilación de PGC-1α promoviendo su activación. Por otro lado, la expresión transcripcional de 

PGC-1α se regula, principalmente, por el factor de transcripción CREB que puede activarse en 

respuesta a las señales de calcio mediadas por la calmodulina quinasa dependiente de calcio (CaMK) 

o la calcineurina (CaN), por la señalización mediada por óxido nítrico o por la respuesta al frío a

través del receptor adrenérgico β3-AR (Gureev et al., 2019). Además, la activación de la proteína de 

estrés p38 puede llevar a un aumento de la expresión de PGC-1α por medio del factor de transcripción 

ATF2 y de su activación postraduccional por fosforilación (Dorn et al., 2015). Por el contrario, la 

inhibición de PGC1-α se produce, principalmente, mediante la fosforilación por la glucógeno sintasa 

quinasa 3β (GSK3β) y la acetilación por GCN5 (Gureev et al., 2019) (Figura 4).  

Como se ha mencionado anteriormente, PGC-1α es el regulador principal de esta vía pero, en 

menor grado, también interviene otro factor de la misma familia, PGC-1β, que presenta algunas 

funciones solapantes (Villena, 2015). Con la activación de PGC1-α se produce un aumento de la 

expresión de los factores respiratorios nucleares (NRF1 y NRF2), del factor de transcripción 

mitocondrial A (TFAM), del receptor de estrógenos α (ERR-α) y de los receptores activados por 

proliferadores de peroxisomas (PPARs) (Dorn et al., 2015). NRF1 y NRF2 regulan, virtualmente, la 

expresión de todos los complejos de la CTE y promueven la expresión de proteínas citoprotectoras 

como enzimas antioxidantes y antiinflamatorias y, junto a PGC-1α, promueven la expresión de 

TFAM, que es imprescindible para la replicación y transcripción del mtDNA (Li, P. A. et al., 2017, 

Gureev et al., 2019). ERR-α está implicado en la regulación del metabolismo energético celular ya 
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que interviene en el ciclo de Krebs, la fosforilación oxidativa y la oxidación de ácidos grasos. La 

familia PPAR (constituida por PPAR-α, PPAR-β/δ y PPAR-γ) es la principal reguladora del 

metabolismo de lípidos (Dorn et al., 2015). Asimismo, existen mecanismos regulatorios por 

retroalimentación ya que NRF2 y PPAR-α regulan a su vez la expresión de PGC-1α (Gureev et al., 

2019) (Figura 4).  

3.3| Estrés oxidativo 

El término ROS se refiere a un conjunto de moléculas reactivas derivadas del metabolismo del 

oxígeno, siendo las más comunes el anión superóxido (O2
-), el radical hidroxilo (HO) y el peróxido 

de hidrógeno (H2O2) (Pizzino et al., 2017). Aunque las ROS pueden generarse en múltiples 

compartimentos celulares, el 90% se produce en la mitocondria, principalmente, a nivel de la CTE 

ya que son un subproducto derivado de la transferencia de electrones durante la fosforilación 

oxidativa (Nissanka y Moraes, 2018). Además, recientemente se ha descrito que pueden ser 

producidas por otras enzimas mitocondriales como la αCGDH, la PDH y el complejo deshidrogenasa 
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Figura 4. Regulación de la biogénesis mitocondrial. Esquema que representa la regulación del principal 

controlador de la biogénesis mitocondrial PGC-1α. Su activación a nivel transcripcional está mediada de forma 

directa por CREB e, indirecta, por P-p38 que actúan en respuesta a distintos estímulos como calcio, frío, NO y 

estrés. Su activación a nivel postraduccional está mediada por fosforilación por P-p38 y AMPK y deacetilación por 

SIRT1. GSK3β y GCN5 participan en su inhibición por fosforilación y acetilación, respectivamente. La activación 

de PGC1-α aumenta la expresión de distintos factores que controlan la formación de nuevas mitocondrias y que 

regulan el metabolismo energético. AMPK: quinasa activada por AMP; ATF2: factor de transcripción 2; CaMK: 

calmodulina quinasa; CaN: calcineurina; cGMP: guanosín monofosfato cíclico; CREB: elemento de respuesta a 

AMPc; CTE: cadena de transporte de electrones; ERR-α: receptor de estrógenos α; GCN5: histona acetiltransferasa; 

GSK3β: glucógeno sintasa quinasa 3β; mtDNA: DNA mitocondrial; NO: óxido nítrico; NRF: factores respiratorios 

nucleares; p38: proteína quinasa activada por mitógenos; PGC-1α: coactivador 1α de PPAR-γ; PKA: proteína 

quinasa A; PPAR: receptores activados por proliferadores de peroxisomas; SIRT1: sirtuina 1; TFAM: factor de 
transcripción mitocondrial A; β3-AR: receptor adrenérgico β3. 
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de α-cetoácidos de cadena ramificada (Larosa y Remacle, 2018). De forma fisiológica, las ROS están 

implicadas en la señalización de procesos esenciales como proliferación, inflamación, senescencia y 

muerte celular, aunque su desregulación puede llevar a un estado patológico conocido como estrés 

oxidativo. En esta situación, las ROS pueden generar daño oxidativo en biomoléculas como lípidos, 

proteínas y DNA que pueden dar lugar a disfunción mitocondrial, daño en el mtDNA y déficit 

energético celular (Nissanka y Moraes, 2018) pudiéndose activar procesos de muerte celular (D'Arcy, 

2019).  

Las células han desarrollado sistemas de defensa antioxidante que mantienen en estrecho control 

el nivel de ROS y pueden clasificarse en métodos no enzimáticos y enzimáticos. Dentro de los 

métodos no enzimáticos se encuentran moléculas de bajo peso molecular como glutatión, vitamina 

E y flavonoides que actúan como scavengers de las ROS (Pizzino et al., 2017). Por otro lado, las 

células poseen una serie de enzimas que catalizan la eliminación de las ROS como la superóxido 

dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatión peroxidasa (GPx) y peroxirredoxinas (PRX). Las SOD 

son una familia de metaloenzimas encargadas de la detoxificación del radical O2
- en otra especie 

menos reactiva, el H2O2, en distintos compartimentos celulares, siendo SOD2/MnSOD la que se 

localiza en la matriz mitocondrial. Posteriormente, las enzimas CAT, GPx o PRX son las que 

catalizan el paso final de reducción del H2O2 a H2O y O2 (Peoples et al., 2019), lo cual es fundamental 

para evitar que derive en el radical HO en presencia de metales de transición reducidos por la 

reacción de Fenton (Winterbourn, 1995). GPx es una superfamilia de proteínas que se encuentran 

localizadas en distintas fracciones celulares, siendo GPx1 la más relevante y de localización 

citoplasmática (Lei et al., 2016). CAT es una enzima fundamentalmente de localización peroxisomal, 

aunque también se ha encontrado en mitocondrias cardíacas (Peoples et al., 2019).  

La alteración de la homeostasis redox provoca una alteración en distintas vías de señalización que 

pueden comprometer la función celular (Pizzino et al., 2017). Una de estas vías es la mediada por 

las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK) p38, JNK y ERK, cuya función es la 

regulación de diversos procesos celulares como proliferación, diferenciación, apoptosis e 

inflamación. La activación de JNK y p38 está mediada por una cascada de señalización que se inicia 

en respuesta a distintos estresores, siendo el más importante el estrés oxidativo, y que finaliza con la 

fosforilación y activación de factores de transcripción como ATF2 o c-MYC y proteínas 

proapoptóticas como BCL-2 y BAD, entre otras (Kim y Choi, 2015). Su función es especialmente 

relevante en el sistema cardiovascular ya que están implicadas en procesos de remodelación y de 

control de la función cardíaca de forma que su alteración da lugar a patologías cardiovasculares como 

fibrosis o HCM (Javadov et al., 2014, Turner y Blythe, 2019). 

Numerosos trabajos han recogido la contribución de la alteración de la homeostasis redox al 

desarrollo de diferentes patologías, especialmente aquellas relacionadas con la edad, como las 
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enfermedades neurodegenerativas (Nissanka y Moraes, 2018), cardiovasculares (Peoples et al., 

2019) y cáncer (Moloney y Cotter, 2018), así como en las EMHs (Olsen et al., 2015, Richard et al., 

2018). Por ello, en los últimos años se han testado diferentes compuestos antioxidantes como terapia 

adyuvante de muchas patologías, incluyendo algunas EMHs como la adrenoleucodistrofia (Morato 

et al., 2015), la enfermedad de jarabe de arce (Scaini et al., 2012) o la AP (Gallego-Villar et al., 

2014).  

3.4| Muerte celular 

En los organismos multicelulares es importante que se mantenga un balance homeostático entre 

las células nuevas que se generan por mitosis y las dañadas que sufren procesos de muerte celular. 

Estas células pueden ser destruidas de forma programada o de forma no controlada, lo que resulta en 

el esparcimiento de restos celulares por todo el tejido. Dentro de las formas programadas, la más 

frecuente es la apoptosis (D'Arcy, 2019); además, se encuentran la autofagia, proceso por el que se 

eliminan componentes celulares dañados y que puede activar vías de muerte celular; la piroptosis, 

que es un tipo de respuesta antimicrobiana que provoca inflamación; y la ferroptosis, que está 

causada por la acumulación de ROS derivadas del metabolismo del hierro (Gudipaty et al., 2018). 

Por otro lado, encontramos la necrosis, que es un tipo de muerte celular no controlada en respuesta 

a daños externos y que conlleva una gran respuesta inflamatoria. La necroptosis es un tipo especial 

de necrosis que difiere de ésta por ser un mecanismo programado (D'Arcy, 2019). 

La apoptosis es el proceso de muerte celular programada por el cual una célula deja de crecer y, 

en su lugar, comienza una cascada de señalización que finaliza con la destrucción de la célula sin 

causar daños en los tejidos colindantes (Grilo y Mantalaris, 2019). Las proteínas implicadas en este 

proceso son unas proteasas conocidas como caspasas que se clasifican en iniciadoras (Casp 3, 6 y 7) 

y ejecutoras (Casp 8 y 9). La activación de las caspasas iniciadoras puede darse en respuesta a 

estímulos externos, por interacción con unos receptores conocidos como death receptors, o internos, 

en respuesta a falta de nutrientes, hipoxia, estrés oxidativo, proteínas mal plegadas, etc. (D'Arcy, 

2019). La forma activa de estas caspasas permite el procesamiento y activación de las ejecutoras de 

forma que se genera una cascada de eventos que resultan en la fragmentación del DNA, la destrucción 

del citoesqueleto y la envuelta nuclear, el hinchamiento de las mitocondrias, la expresión de ligandos 

fagocíticos y la formación de cuerpos apoptóticos (Grilo y Mantalaris, 2019). Muchos estudios han 

demostrado el potencial efecto beneficioso del uso de fármacos dirigidos hacia la regulación de la 

apoptosis en diversas enfermedades como las neurodegenerativas (Chi et al., 2018), cardiovasculares 

(Del Re et al., 2019) o cáncer (Pentimalli et al., 2019).  

La mitocondria juega un papel relevante en el control de la apoptosis, especialmente en la 

respuesta a estímulos intrínsecos. Señales como daño en el DNA, aumento del calcio o del estrés 
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oxidativo provocan la activación de las proteínas proapoptóticas BAX y BAK que se van a localizar 

en la membrana mitocondrial formando un canal que permite la permeabilización de la mitocondria 

en un proceso conocido como permeabilización de la membrana externa mitocondrial (MOMP). De 

esta forma, se liberan al citoplasma otros factores proapoptóticos que estaban retenidos en la 

mitocondria como el citocromo c, el factor inductor de la apoptosis o las proteínas Smac, que van a 

participar en el proceso de activación de las caspasas y muerte celular (Vakifahmetoglu-Norberg et 

al., 2017, Bock y Tait, 2020).  

Por otro lado, distintos estímulos como el aumento del calcio intracelular o de las ROS pueden 

provocar la apertura del poro de transición mitocondrial (MPTP) que consiste en un complejo que se 

localiza en la membrana mitocondrial interna y que puede formar un poro no selectivo cuya apertura 

puede producirse en períodos largos o cortos de tiempo (Rottenberg y Hoek, 2017). Se trata de una 

estructura compleja, cuyos componentes aún no se conocen con exactitud, aunque se postula que la 

subunidad c de la ATPasa es uno de sus elementos (Chinopoulos, 2018). Su apertura se encuentra 

estrictamente regulada, entre otros, por la ciclofilina D (CypD) que promueve la apertura del poro 

por aumento de calcio, fosfato inorgánico y ROS (Porter y Beutner, 2018). Aunque tiene un papel 

importante en el correcto funcionamiento celular, su apertura completa y prolongada en el tiempo 

provoca un aumento de la producción de ROS y la salida de la mayoría de los metabolitos 

mitocondriales de forma que se produce daño oxidativo a biomoléculas, se disipa el potencial de 

membrana y se inhibe el metabolismo mitocondrial (Winquist y Gribkoff, 2020). Todo ello pone en 

marcha una serie de cascadas de señalización que, junto a la salida de proteínas proapoptóticas como 

el citocromo c, van a promover la muerte celular por necrosis (Rottenberg y Hoek, 2017) o apoptosis 

(Quintanilla et al., 2017). 

3.5| Relación entre la mitocondria y el RE 

El calcio actúa como una molécula señalizadora en muchas vías fisiológicas y tiene un papel 

relevante en la función mitocondrial (Rossi et al., 2019). Se encuentra concentrado, principalmente, 

en el RE que lo libera o lo retiene en respuesta a distintos estímulos. El RE y las mitocondrias se 

encuentran conectados a través de unas estructuras conocidas como membranas asociadas a las 

mitocondrias (MAMs) cuya función es la regulación de la homeostasis del calcio, la síntesis de 

lípidos, el plegamiento de proteínas y la autofagia (Chernorudskiy y Zito, 2017). La chaperona 

GRP75 forma parte de un complejo que permite el intercambio de calcio entre ambos orgánulos y 

controla la arquitectura de estos sitios de unión (Silva-Palacios et al., 2020). Además, interviene en 

la muerte celular ya que parte de la CypD se encuentra unida a este complejo y, en presencia de altas 

concentraciones de calcio, se disocia y provoca la apertura del MPTP (Porter y Beutner, 2018). La 

mitofusina 2 (MFN2) es la encargada de estabilizar y regular la interacción de estas uniones y tiene 

un papel relevante en el control de la señalización por calcio en las MAMs (Silva-Palacios et al., 
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2020). Además, la MFN2 está implicada en la fisión mitocondrial y actúa conjuntamente con el RE 

en la formación de las membranas mitocondriales (Yu y Pekkurnaz, 2018). Otro componente es el 

receptor δ-1 (SIG-1R) que interacciona con otras chaperonas endoplásmicas como GRP78 alargando 

la señalización por calcio y, además, participa en el reclutamiento de lípidos para la formación de las 

MAMs (Rodriguez-Arribas et al., 2017).  

El RE es el orgánulo encargado de la síntesis, plegamiento y ensamblaje de proteínas secretoras 

por lo que alteraciones en la homeostasis del calcio, acumulación de proteínas mutadas o de estrés 

oxidativo generan estrés del RE y se induce una respuesta conocida como respuesta a proteínas mal 

plegadas (UPR) (Saito y Imaizumi, 2018). La función de la UPR es restaurar la actividad de las 

proteínas mal plegadas o iniciar su destrucción para evitar daños celulares irreversibles, aunque en 

caso de que el daño al RE sea irreparable se induce la muerte celular por apoptosis (Li, J. et al., 

2019). La UPR comienza con la activación de los tres sensores de estrés del RE: el factor de 

transcripción ATF6, la quinasa del RE PERK y la quinasa dependiente de inositol IRE1 (Saito y 

Imaizumi, 2018). En condiciones normales, estas proteínas transmembrana se encuentran 

secuestradas por la chaperona GRP78, pero en condiciones de estrés, GRP78 se disocia y se activan 

distintas rutas de señalización (Li, J. et al., 2019). Una de ellas produce la activación del factor de 

transcripción ATF4 que controla la expresión de genes implicados en el plegamiento de proteínas, 

autofagia, metabolismo de aminoácidos y apoptosis (Hetz et al., 2015). Además, ATF4 induce la 

expresión de otro factor de transcripción conocido como CHOP cuya expresión prolongada 

promueve la apoptosis (Saito y Imaizumi, 2018). También se induce la expresión de HERP que tiene 

un papel protector ya que inhibe la muerte celular por apoptosis mediante la inducción de la autofagia 

y promueve el mecanismo de degradación de proteínas conocido como ERAD (Chen, F. et al., 2019) 

por el cual las proteínas mal plegadas del RE son transportadas al citosol, poliubiquitinadas y 

degradadas por el proteasoma (Wu, X. y Rapoport, 2018). 

(Chen, Y. et al., 2016, Wu, Y. Y. et al., 2019) 
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4. Autofagia

La autofagia es el proceso por el cual componentes celulares son secuestrados y degradados por

los lisosomas para su reciclado o para la obtención de energía. Puede ser iniciada por una variedad 

de estresores, como la deprivación nutricional, por señales durante la diferenciación celular y por la 

presencia de orgánulos dañados o de patógenos (D'Arcy, 2019). Hay tres tipos de autofagia: la 

macroautofagia (a la cual nos referiremos a partir de ahora como autofagia), por la que regiones 

enteras de las células son encapsuladas en vesículas de doble membrana conocidas como 

autofagosomas que posteriormente se fusionan con los lisosomas para la degradación de su 

contenido; la microautofagia, que permite la degradación específica de orgánulos como mitocondrias 

(mitofagia) o peroxisomas (pexofagia) por fusión directa con los lisosomas; y la autofagia mediada 

por chaperonas, en la que proteínas específicas son dirigidas directamente a los lisosomas (Saha et 

al., 2018). Además, estudios recientes han descubierto un nuevo tipo de muerte celular debido a un 

aumento exacerbado de la autofagia conocido como autosis (Denton y Kumar, 2019). 

Brevemente, la autofagia consiste en un proceso complejo que se inicia cuando hay un 

requerimiento de energía que conduce a la activación del complejo quinasa ULK1 lo cual activa una 

cascada de señalización que recluta a distintas proteínas, siendo las más importantes las proteínas 

iniciadoras de la autofagia (Atg), para la formación del autofagosoma. En ese momento, la proteína 

asociada a microtúbulos 1A/1B de cadena ligera 3B (LC3BI) sufre un proceso de lipoilación, de 

forma que se convierte en LC3BII, y puede ser reclutada a la membrana del autofagosoma para 

permitir su maduración y fusión con el lisosoma (Saha et al., 2018).  

Aunque la autofagia puede verse influida por diversas vías de señalización, los dos reguladores 

principales son el complejo quinasa conocido como mTOR y la AMPK (Sciarretta et al., 2018a). 

mTOR está formado por dos complejos, mTORC1 y mTORC2, de los cuales mTORC1 es 

considerado el mayor represor de la autofagia. Cuando hay un nivel alto de energía, mTORC1 está 

activo e inhibe mediante fosforilación a ULK1 de forma que se impide la iniciación de la autofagia 

(Tamargo-Gomez y Marino, 2018). Además, impide la transcripción de los genes Atg porque 

fosforila e inhibe el factor de trascripción TFEB (Sciarretta et al., 2018a). mTORC1 también 

participa en la inhibición directa, por fosforilación, de algunas de estas proteínas Atg de forma que 

se impide la formación del autofagosoma (Sciarretta et al., 2018b). Por el contrario, en un estado de 

depleción de ATP, mTORC1 se encuentra inhibido y se promueve la autofagia. La AMPK es uno de 

los mayores sensores de falta de nutrientes, por tanto, cuando hay un requerimiento de energía se 

produce su activación, que va a tener un efecto positivo sobre ULK1 (Tamargo-Gomez y Marino, 

2018). Además, la AMPK inhibe mTORC1 de forma directa, a través de su fosforilación, y de forma 

indirecta ya que, junto a GSK3β, fosforilan y activan a TSC1/2 que es un conocido inhibidor de 

mTORC1 (Sciarretta et al., 2018a) (Figura 5). 
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4.1| Papel de mTORC1 y autofagia en el sistema cardiovascular 

El complejo mTORC1 está implicado en muchos procesos fisiológicos y su papel es 

especialmente relevante en el corazón ya que se encarga del control del desarrollo embrionario 

cardiovascular y de preservar la estructura y función cardíaca en condiciones de estrés. mTORC1 es 

el regulador principal del crecimiento celular en respuesta a diferentes estímulos como el nivel de 

nutrientes, hipoxia o daño en el DNA, ya que promueve la síntesis de biomoléculas e inhibe vías 

catabólicas como la autofagia (Sciarretta et al., 2018b). En condiciones de niveles elevados de 

energía, la síntesis de proteínas es promovida principalmente por la fosforilación de la proteína de 

unión al factor de iniciación de la traducción 4B (4EBP1) y de la proteína ribosomal S6 quinasa 

(S6K). La fosforilación de 4EBP1 produce su inhibición de forma que libera un factor necesario para 

la iniciación de la traducción. Sin embargo, la fosforilación de S6K provoca su activación que, a su 

vez, fosforila otros factores requeridos para la traducción de proteínas (Boutouja et al., 2019). Entre 

ellas se encuentra la proteína ribosomal S6 que forma parte de la subunidad ribosomal 40S y, por 

tanto, aumenta la biogénesis de los ribosomas que son los encargados de la síntesis de proteínas 

(Tavares et al., 2015). Además, el efecto positivo de mTORC1 sobre PGC-1α promueve la biogénesis 

mitocondrial con lo que aumenta el metabolismo energético (Xu, L. y Brink, 2016). Por otro lado, la 

activación de mTORC1 promueve la biosíntesis de lípidos y de colesterol por activación de la 

proteína SREBP y la biosíntesis de nucleótidos por activación del factor de transcripción ATF4 

(Boutouja et al., 2019) (Figura 6). (Xu, T. et al., 2019) 

Depleción 
de ATP

AMPK GSK3β

TSC1/2P

mTORC1

ULK1P TFEB
Atg

Autofagia

P

P

P P

Figura 5. Regulación de la autofagia. Esquema que representa la activación de la autofagia en un estado de 

requerimiento de energía. La depleción de ATP promueve la activación de AMPK y GSK3β que van a inhibir 

mTORC1 que, a su vez, es inhibidor de la autofagia por la fosforilación de la proteína iniciadora ULK1 y por la 

inhibición transcripcional y postraduccional de las proteínas Atg. AMPK: quinasa activada por AMP; Atg: 

proteínas activadoras de la autofagia; GSK3β: glucógeno sintasa quinasa 3β; mTORC1: complejo sensible a 

rapamicina; TFEB: factor de transcripción EB; TSC1/2: complejo de esclerosis tuberosa 1/2; ULK1: quinasa 
activadora de la autofagia 1.  
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El proceso autofágico es especialmente relevante para el correcto funcionamiento cardíaco ya que 

preserva su función y estructura en condiciones basales y es sobreactivado en situaciones de estrés 

limitando así el daño cardíaco. En células que han perdido la capacidad de autorenovación, como los 

cardiomiocitos, es especialmente relevante la eliminación de agregados de proteínas mal plegadas y 

de orgánulos defectuosos (Mialet-Perez y Vindis, 2017). En este sentido, la autofagia juega un papel 

importante en el control de calidad de proteínas ya que la proteína autofágica p62 es la encargada de 

reconocer proteínas ubiquitinadas y presentarlas al autofagosoma para su posterior degradación 

(Pickles et al., 2018). Además, juega un papel importante en el mantenimiento de la función 

mitocondrial, lo cual es fundamental para la correcta función cardíaca, ya que limita la muerte celular 

en respuesta a falta de nutrientes (Sciarretta et al., 2018a). Por otro lado, la mitofagia es la encargada 

de la eliminación de mitocondrias defectuosas con lo que previene la disfunción mitocondrial y el 

aumento del estrés oxidativo (Pickles et al., 2018).  

Numerosos estudios han puesto de manifiesto la implicación de las alteraciones del proceso 

autofágico y de las rutas de señalización de mTOR en el desarrollo de numerosas patologías cardíacas 

(Mialet-Perez y Vindis, 2017, Sciarretta et al., 2018b, Yamaguchi, 2019). Diversos fármacos 

dirigidos contra estas dianas han mostrado efectos beneficiosos para la mejora de la función cardíaca; 

entre ellos, es especialmente destacable el uso de la rapamicina, cuya función es la inhibición de 

mTORC1 (Yoo et al., 2017). La rapamicina, y sus compuestos derivados, han resultado ser efectivos 

para la reducción del daño por isquemia-reperfusión (Ma, X. et al., 2016), para la prevención de 

cardiomiopatías asociadas a diabetes (Das et al., 2014) o para el tratamiento de HCM (Fleming et 

al., 2018) y fallo cardíaco (Zhang et al., 2019). (Ma, L. L. et al., 2018)

Figura 6. Señalización mediada por mTORC1. Esquema que representa el efecto positivo de mTORC1 sobre 

el crecimiento celular mediante la activación del eje S6K-S6 y la inhibición de 4EBP1 de forma que se induce la 

biogénesis ribosomal y la síntesis de proteínas. Además, mTORC1 inhibe la autofagia e induce la biogénesis 

mitocondrial y la biosíntesis de lípidos y nucleótidos. 4EBP1: proteína de unión al factor de iniciación de la 

traducción 4B; ATF4: factor de transcripción activador 4; mTORC1: complejo sensible a rapamicina; PGC-1α: 

coactivador 1α de PPAR-γ; SREBP: proteína de unión al elemento regulador del esterol; S6: proteína ribosomal 
S6; S6K: proteína ribosomal S6 quinasa. 
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Objetivos

El objetivo principal de este trabajo ha consistido en completar la caracterización del modelo 

murino hipomorfo de AP y generar nuevos modelos celulares humanos de enfermedad para 

profundizar en los mecanismos fisiopatológicos de la AP, centrándonos especialmente en las 

alteraciones cardíacas y neurológicas asociadas, así como en la identificación de dianas para el 

desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. 

De este modo, se marcaron los siguientes objetivos específicos: 

1 Estudio in vivo de vías que contribuyen a la fisiopatología de la AP relacionadas con la

función mitocondrial y la homeostasis redox, utilizando el modelo murino hipomorfo para 

completar su caracterización.  

2 Análisis del proceso de autofagia y algunas de sus vías regulatorias y estudio del potencial

efecto terapéutico de la rapamicina en el modelo murino de AP. 

3 Generación y caracterización de dos líneas de iPSCs a partir de fibroblastos de pacientes

AP. 

4 Generación de nuevos modelos celulares humanos basados en la diferenciación de las

iPSCs a astrocitos (iAs), neuronas (iNs) GABAérgicas y cardiomiocitos (iCMs) inducidos 

y caracterización de las distintas vías fisiopatológicas alteradas en estos modelos.  
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Materiales y Métodos

1. Materiales

En esta sección se especifican los materiales utilizados en este trabajo, agrupándolos según la

naturaleza de éstos y no por el estudio en concreto para el que han sido empleados, lo cual se 

abordará en la siguiente sección. 

1.1| Líneas celulares 

La generación de las líneas de iPSCs PCCA (PCCA23-FiPS4F6) y PCCB (PCCB10-FiPS4F-1) 

se llevó a cabo mediante la reprogramación de fibroblastos primarios de dos pacientes AP con 

mutaciones en el gen PCCA o PCCB, respectivamente. Los pacientes se diagnosticaron en base a 

su sintomatología clínica y mediante el análisis bioquímico, enzimático y genético en el Centro de 

Diagnóstico de Enfermedades Moleculares (España, Madrid). 

La línea de iPSCs Control (N44SV.5) se obtuvo a través del Banco Nacional de Líneas 

Celulares del Instituto de Salud Carlos III (ISCIII, España, Madrid). 

Las células iPSCs fueron crecidas sobre una monocapa de feeders, que son fibroblastos 

humanos comerciales (ATCC® CRL-2429™) irradiados para inactivarlos mitóticamente. 

Para el empaquetado de partículas lentivirales se utilizaron células HEK293T, originadas a 

partir de la línea celular HEK293 que son células embrionarias de riñón humano transformadas 

mediante adenovirus.  

Los fibroblastos de pacientes se obtuvieron mediante el consentimiento informado y autorizado 

de los padres y por el hospital que remitió las muestras. Toda la investigación llevada a cabo con 
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este material está autorizada por el Comité de Ética de Investigación de la Universidad Autónoma 

de Madrid, respetando los principios fundamentales de la declaración de Helsinki, del Convenio del 

Consejo de Europa relativo a los derechos humanos y la biomedicina y de la declaración universal 

de la UNESCO sobre el genoma humano y los derechos humanos. Asimismo, el proyecto de 

investigación que engloba las actividades de esta Tesis Doctoral posee el informe favorable de la 

Comisión de Garantías para la Donación y Utilización de Células y Tejidos Humanos de la 

Comunidad Autónoma de Madrid. 

1.2| Modelo murino 

El modelo murino usado para el estudio de la fisiopatología de la AP, Pcca-/-(A138T), se trata 

de un modelo murino hipomorfo (Guenzel et al., 2013) que, como se ha indicado en la 

introducción, carece del gen murino Pcca y  contiene un transgén con el cDNA humano de PCCA 

con la mutación c.412G>A (p.A138T). Todos los experimentos se han realizado usando ratones 

wild-type de la cepa FVB y homocigotos Pcca-/-(A138T) generados mediante el cruce de machos 

heterocigotos Pcca+/-(A138T) con hembras heterocigotas y homocigotas Pcca-/-(A138T). 

Los animales se mantuvieron en condiciones asépticas, con temperatura controlada y ciclos de 

luz-oscuridad de 12 horas en el animalario del Centro de Biología Molecular Severo Ochoa 

(CBMSO, España, Madrid). Los ratones fueron agrupados en un máximo de 5 animales por jaula 

con agua y comida (Harlan Iberica) ad libitum. Todos los procedimientos realizados fueron 

aprobados por el Comité Ético de Experimentación Animal del CBMSO y autorizados por la 

Comunidad Autónoma de Madrid (PROEX22/14). 

1.3| Reactivos y otros materiales 

Las tablas 1 a 5 recogen la información relativa a los reactivos, kits, soluciones y tampones, 

vectores y medios de cultivo empleados en este trabajo. 

Tabla 1. Reactivos 

Reactivo/Producto Casa comercial Referencia Uso 

µ-Slide 8 Well Ibidi 80826 Inmunofluorescencia 

2-Mercaptoetanol Sigma-Aldrich M3148 
Extracción RNA, 

Western Blot 

2-Mercaptoetanol Gibco 31350-010 Cultivos celulares 

5-bromo-4-cloro-3-indoil-beta-D-Galactósido

(X-GAL) 
Apollo BIMB1001 

Amplificación DNA 

plasmídico 
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Reactivo/Producto Casa comercial Referencia Uso 

Accutase™ Solution Millipore SCR005 Cultivos celulares 

Ácido acético glacial 
PanReac 

ApplyChem 
141008.1212 Western Blot 

Agarose D1 Low EEO Conda 8010 PCR 

Agua oxigenada Sigma Aldrich H1009 Citometría de flujo 

Amersham ECL™ Blocking Agent 
GE Healthcare 

Life Science 
RPN2125 Western Blot 

Ampicilina Roche 70232322 Cultivos bacterianos 

Antimycin A from Streptomyces sp. Sigma Aldrich A8674 Seahorse 

B-27™ Minus Insulin
Thermo Fisher 

Scientific 
A18956 Cultivos celulares 

B-27™ supplement, serum free
Thermo Fisher 

Scientific 
17504044 Cultivos celulares 

bFGF Recombinant Human Protein Gibco PHG0021 Cultivos celulares 

Biorad Protein Assay (Bradford) BIORAD 500-006 Cuantificación proteínas 

Bovine Serum Albumin, fatty acid free >96% 

(BSA) 
Sigma-Aldrich A6003 Western Blot 

BrainPhys™ Neuronal Medium 
Stem Cell 

Technologies 
5790 Cultivos celulares 

Carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy) 

phenylhydrazone (FCCP) 
Sigma Aldrich C2920 Seahorse 

CCD-1112Sk (ATCC® CRL-2429™) ATCC CRL-2429 Cultivos celulares 

CHIR-99021 (CT99021) SelleckChem S2924 Cultivos celulares 

Cloroformo Merck 102445 Aislamiento RNA 

Colcemid® IrvineScientific 9311 Cariotipo 

Complete mini EDTA free (Inhibidor 

proteasas) 
Roche 11836170001 Western Blot 

Cytosine β-D-arabinofuranoside 

hydrochloride (Ara-C) 
Sigma Aldrich C1768 Cultivos celulares 

D-(+)-Galactosa Sigma Aldrich G0750 Seahorse 

D-APV Tocris 106 Patch Clamp 

D-glucosa Sigma Aldrich G8769 Seahorse 

Diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceína 

(H2DCFDA) 
Invitrogen D399 Citometría de Flujo 

Dieta ratones suplementada con BCAA y Thr Harlan Teklad TD.140308 Tratamiento ratones 

Dimetil sulfoxido (DMSO) Sigma Aldrich D2650 Varios usos 

Ditiotreitol (DTT) Sigma-Aldrich 37291 Western Blot 

DNA Molecular Weight Marker V Roche 10821705001 PCR 

dNTP Mix 10 mM Invitrogen 18427-088 PCR 

Donkey serum Chemicon S30 Varios usos 

Doxycycline hyclate Sigma Aldrich D9891 Cultivos celulares 

EmbryoMax® 0.1% Gelatin Solution Millipore ES-006-B Cultivos celulares 
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Reactivo/Producto Casa comercial Referencia Uso 

Etanol Merck 100983 Aislamiento RNA 

Formalin solution, neutral buffered, 10% Sigma Aldrich HT501128 Fijación células 

GE Healthcare HyClone™ Fetal Bovine 

Serum (U.S.), Standard 
Fisher Scientific 11511851 Cultivos celulares 

Gibco™ 

DMEM/F-12, GlutaMAX™ Supplement 

Thermo Fisher 

Scientific 
31331093 Cultivos celulares 

Glicerol Merck 104093 Glicerolados 

GlutaMAX™ Supplement Gibco 35050061 Cultivos celulares 

Heparin-Binding EGF-Like Growth Factor 

human (HBEGF) 
Sigma Aldrich E4643 Cultivos celulares 

Higromicina 
Thermo Fisher 

Scientific 
10687010 Cultivos celulares 

Human Albumin Grifols® 20% (HSA) Grifols 3045361 Varios usos 

iBlot™ Gel Transfer Stacks Nitrocellulose 

Regular 
Invitrogen IB3010-01 Western Blot 

Immolase™ Red DNA Polymerase Bioline BIO-21076 PCR 

Ioduro de propidio Sigma Aldrich P4170 Citometría de Flujo 

Iscove's Modified Dulbecco's Medium 

(IMDM) 
ATCC 30-2005 Cultivos celulares 

Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside, 

Isopropyl β-D-thiogalactoside (IPTG) 
Sigma Aldrich I5502-1G 

Amplificación DNA 

plasmídico 

KnockOut™ DMEM 
Thermo Fisher 

Scientific 
10829018 Cultivos celulares 

KnockOut™ Serum Replacement Gibco 10828 Cultivos celulares 

L-Ácido ascórbico Sigma Aldrich A92902 Cultivos celulares 

Laminin Mouse Protein, Natural 
Thermo Fisher 

Scientific 
23017015 Cultivos celulares 

L-Glutamina Gibco 25030-081 Cultivos celulares 

LIVE/DEAD™ Fixable Near-IR Dead Cell 

Stain Kit 

Thermo Fisher 

Scientific 
L10119 Citometría de Flujo 

MagNA Pure 96 DNA Tissue Lysis Buffer Roche 4805160001 Aislamiento DNA 

Matrigel® hESC-Qualified Matrix Corning 354277 Cultivos celulares 

MEM Non-Essential Amino Acid Solution 

(100X) (NEAA) 
Lonza BE13-114E Cultivos celulares 

MitoSOX™ Red mitochondrial superoxide 

indicator for live-cell imagining 

Thermo Fisher 

Scientific 
M36008 Citometría de Flujo 

mTeSR™ Plus 
Stem Cell 

Technologies 
5825 Cultivos celulares 

mTeSR™1 
Stem Cell 

Technologies 
85850 Cultivos celulares 

N-2 supplement 100x
Thermo Fisher 

Scientific 
17502048 Cultivos celulares 

N6,2′-O-Dibutyryladenosine 3′,5′-cyclic 

monophosphate sodium salt (dbcAMP) 
Sigma Aldrich D0627 Cultivos celulares 

N-Acetil-L-cisteína (NAC) Sigma Aldrich A7250 Cultivos celulares 

NBQX Tocris 373 Patch Clamp 

Neurobasal™ Medium 
Thermo Fisher 

Scientific 
21103049 Cultivos celulares 
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Reactivo/Producto Casa comercial Referencia Uso 

Novex™ Sharp Pre-stained Protein Standard 
Thermo Fisher 

Scientific 
LC5800 Western Blot 

NuPAGE™ 10% Bis-Tris Protein Gels 
Thermo Fisher 

Scientific 
NP0301BOX Western Blot 

NuPAGE™ 4-12% Bis-Tris Protein Gels Invitrogen NP0323 Western Blot 

NuPAGE™ LDS 4X sample buffer Invitrogen NP0008 Western Blot 

NuPAGE™ MES SDS Running Buffer Invitrogen NP0002 Western Blot 

Oligomycin from Streptomyces 

diastatochromogenes 
Sigma Aldrich O4876 Seahorse 

One Shot™ TOP10 Chemically Competent E. 

coli 

Thermo Fisher 

Scientific 
C404010 

Amplificación DNA 

plasmídico 

Película RX Agfa Ortho CP-G Plus AGFA EAS3W Western Blot 

Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL) 
Thermo Fisher 

Scientific 
15140122 Cultivos celulares 

Pertussis Toxin (PTX) Tocris 3097 Patch Clamp 

PhosSTOP™ (Inhibidor fosfatasas) Sigma Aldrich 4906845001 Western Blot 

Piruvato de sodio (NaPyr) 
Thermo Fisher 

Scientific 
11360070 Cultivos celulares 

Poli-D-Lisina 
Thermo Fisher 

Scientific 
A3890401 Cultivos celulares 

Polietinelglicol 400 (PEG 400) Sigma Aldrich 8074850050 Tratamiento rapamicina 

Ponceau USB 32819 Western Blot 

Puromicina 
Thermo Fisher 

Scientific 
A1113803 Cultivos celulares 

Rapamicina >99% LC Laboratories R-5000 Tratamiento rapamicina 

Recombinant human BMP4 Peprotech 120-05ET Cultivos celulares 

Recombinant human CNTF Peprotech 450-13 Cultivos celulares 

ReLeSR™ 
Stem Cell 

Technologies 
5872 Cultivos celulares 

Rotenona Sigma Aldrich R8875 Seahorse 

Seahorse XF Base Medium Agilent 102353-100 Seahorse 

Seahorse XF Calibrant Solution Agilent 100840-000 Seahorse 

Seahorse XF24 Cell Culture Microplates Agilent 100777-004 Seahorse 

Seahorse XF96 Cell Culture Microplates Agilent 101085-004 Seahorse 

Sodium dodecyl sulfate ACS reagent (SDS) Sigma Aldrich L4390 Varios usos 

Stemolecule™ Wnt Inhibitor IWP-4 StemGent 04-0036 Cultivos celulares 

Suero Fetal Bovino (FBS) ATCC 30_2021 Cultivos celulares 

SuperSignal™ West Femto Maximum 

Sensivity Substrate 
Fisher Scientific 34096 Western Blot 

Triton X-100 Roche 11332481001 Varios usos 

TRIzol™ Reagent 
Thermo Fisher 

Scientific 
15596026 Aislamiento RNA 

Trypan Blue 0,4% Sigma-Aldrich T8154 Cultivos celulares 
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Reactivo/Producto Casa comercial Referencia Uso 

Tween®20 Reagent VWR 655205 Western Blot 

Tween®80 Sigma Aldrich P5188 Tratamiento rapamicina 

XL1-Blue Supercompetent Cells Stratagene 200236 
Amplificación DNA 

plasmídico 

Y-27632
Stem Cell 

Technologies 
72304 Cultivos celulares 

Tabla 2. Kits 

Kit Casa comercial Referencia Uso 

Alkaline Phosphatase Blue Membrane 

Substrate Solution 
Sigma Aldrich AB0300-1KT 

Detección actividad 

fosfatasa alcalina 

AmpFLSTR™ Identifiler™ PCR 

Amplification Kit 

Applied 

Biosystems 
4322288 Análisis microsatélites 

CytoTune™-iPS 2.0 Sendai 

Reprogramming Kit 

Thermo Fisher 

Scientific 
A16517 

Reprogramación 

fibroblastos 

EZ DNA Methylation-Gold kit™ Zymo Research D5005 
Detección metilación 

DNA 

FastStart™ Taq DNA Polymerase Roche 12032945001 PCR 

MagNA Pure Compact 

Nucleic Acid Isolation Kit I 
Roche 3730972001 Aislamiento DNA 

miRCURY® LNA® RT Kit Qiagen 339340 Retrotranscripción 

miRCURY® LNA® SYBR® Green PCR 

Kit 
Qiagen 339345 PCR cuantitativa 

miRCURY® RNA Isolation kit – Tissue Qiagen 300111 Extracción miRNAs 

NZY First-Strand cDNA Synthesis kit NZY MB12501 Retrotranscripción 

OxyBlot™ Protein Oxidation Detection 

Kit 
Millipore S7150 

Detección proteínas 

carboniladas 

PerfeCta SYBR® Green Fast Mix QuantaBio 95071-250 PCR cuantitativa 

pGEM®-T Easy Vector System I Promega A1360 
Clonación productos 

PCR 

Qiagen Plasmid Purification Maxi Kit Qiagen 12163 
Aislamiento DNA 

plasmídico 

RNeasy mini kit Qiagen 74104 Extracción RNA 

SALSA MLPA P278-C2-PCCA probemix MRC-Holland P278 
Detección mutaciones 

paciente iPSCs PCCA 

Seahorse XF Cell Mito Stress Test Kit Agilent 103015-100 Seahorse 

Wizard Plus Miniprep DNA purification 

system 
Promega A1330 

Aislamiento DNA 

plasmídico 
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Tabla 3. Soluciones y tampones 

Solución Composición Uso 

NuPAGE MES SDS 

Running Buffer 

NuPAGE™ MES 50 mM + Tris HCl 50 mM + SDS 0,1% + 

EDTA 1 mM pH 7,3 
Western Blot 

PBS 
NaCl 137 mM + KCl 2,7 mM + Na2HPO4 8 mM + KH2PO4 

1,5 mM 
Varios usos 

Rojo Ponceau 250 mg Ponceau + 2,5 ml ácido acético glacial + 250 ml H2O Western Blot 

Solución de bloqueo TBS 1x + Tritón x100 0,3% + Donkey serum 3% Inmunofluorescencia 

Solución de bloqueo TBS 1x + Tween®20 1% + leche 5%/BSA 3% Western Blot 

Solución de lavado TBS 1X + Tween®20 1% Western Blot 

Solución de lavado PBS 1x + Tween®20 0,1% + HSA 2% + EDTA 1 mM Citometría de Flujo 

Solución de 

permeabilización 
PBS 1x + Tween®20 0,2% Citometría de Flujo 

Solución de 

resuspensión 
PBS 1x + HSA 2% Citometría de Flujo 

Solución de 

deshibridación 
PBS 1x + Tween®20 0,05% + Glicina 0,2 M Western Blot 

Solución extracelular 
NaCl 129 mM + NaHCO3 21 mM + Glucosa 10 mM + KCl 3 

mM + NaH2PO4 1,25 mM + MgSO4 2 mM + CaCl2 1,6 mM 
Patch Clamp 

Solución intracelular 
CsCl 135 mM + HEPES 10 mM + NaCl 10 mM + MgATP 2 

mM + NaGTP 0,3 mM + QX314 5 mM 
Patch Clamp 

Solución de lavado TBS 1x + Tritón x100 0,1% Inmunofluorescencia 

TAE Tris Acetato 40 mM + EDTA 2 mM Electroforesis DNA 

Tampón de lisis 

(células) 

Tris HCl 10 mM pH 7,5 + NaCl 150 mM + Tritón x100 0,1% 

+ Glicerol 10% + Inhibidor proteasas y fosfatasas 1x

Homogenización 

células 

Tampón de lisis 

(tejidos) 

Tris HCl 50 mM pH 8 + NaCl 100 mM + DTT 1 mM + Tritón 

x100 1% + SDS 0,1% + EDTA 0,4 mM + Inhibidor de 

proteasas y fosfatasas 1x 

Homogenización 

tejidos ratón 

TBS Tris HCl 50 mM + NaCl 276 mM + KCl 54 mM pH 8 Varios usos 

Tripsina Tripsina 0,25% + EDTA 0,2% Cultivos celulares 

Tabla 4. Vectores 

Vector Casa Comercial Referencia Uso 

DLX2-hygro Addgene 97330 Diferenciación iPSCs a iNs 

FUW-M2rtTA Addgene 20342 Diferenciación iPSCs a iAs y iNs 

pCMV-VSV-G Addgene 8454 Diferenciación iPSCs a iAs y iNs 

pMDLg/pRRE Addgene 12251 Diferenciación iPSCs a iAs y iNs 

pRSV-Rev Addgene 12253 Diferenciación iPSCs a iAs y iNs 

tetO.Nfib.Hygro Addgene 117271 Diferenciación iPSCs a iAs 

tetO.Sox9.Puro Addgene 117269 Diferenciación iPSCs a iAs 

TetO-Ascl1-puro Addgene 97329 Diferenciación iPSCs a iNs 
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Tabla 5. Medios de cultivo 

 Medio de cultivo Composición Uso 

Medio 1 iAs 
Gibco ™ DMEM/F-12 Glutamax + N-2 1x + 

FBS 10% +  Doxiciclina 2 ng/ml 

Primera semana diferenciación 

iPSCs a iAs 

Medio 1 iCMs 

RPMI  + NEAA 100 µM + GlutaMAX™ 2 mM 

+ β-mercaptoetanol 100 µM + B27-I™ 1x +

antibióticos 

Primera semana diferenciación 

iPSCs a iCMs 

Medio 1 iNs 
Gibco™ DMEM/F-12 GlutaMAX™ + N-2 1x 

+ NEAA 100 µM + Doxiciclina 2 ng/ml

Primera semana diferenciación 

iPSCs a iNs 

Medio 2 iAs 

Neurobasal™ medium + FBS 10 % + NEAA 

100 µM + GlutaMAX™ 2 mM + B-27™ 1x + 

Doxiciclina 2 ng/ml + FGF 8 ng/ml + CNTF 5 

ng/ml + BMP4 10 ng/ml 

Primera semana diferenciación 

iPSCs a iAs 

Medio 2 iCMs 

RPMI  + NEAA 100 uM + GlutaMAX™ 2 mM 

+ β-mercaptoetanol 100 µM + B-27™ 1x +

antibióticos 

A partir de la segunda semana 

de diferenciación de iPSCs a 

iCMs 

Medio 2 iNs 

BrainPhys™ Neuronal Medium + NEAA 100 

µM + N-2 1x + B-27™ 1x + Doxiciclina 2 

ng/ml 

A partir de la segunda semana 

de diferenciación de iPSCs a 

iNs 

Medio 3 iAs 

Gibco™ DMEM/F-12 Glutamax 50% + 

Neurobasal™ medium 50% + NaPyr 1 mM + 

GlutaMAX™ 1 mM + N-2 1x + Doxiciclina 2 

ng/ml + NAC 5 µg/ml + HBEGF 5 ng/ml + 

CNTF 10 ng/ml + BMP4 10 ng/ml + dbcAMP 

500 µg/ml 

A partir de la segunda semana 

de diferenciación de iPSCs a 

iAs 

Medio 3 iCMs Medio 2 iCMs + FBS 10% + Y-27632 10 µM Medio para plaquear iCMs 

Medio congelación 

fibroblastos/HEK 
FBS + DMSO 5% 

Medio para la congelación de 

fibroblastos y HEK293T 

Medio congelación 

iPSCs 

Medio A (Medio iPSCs 50% + KnockOut™ 

Serum 50%) + Medio B frío (Medio iPSCs 

80% + DMSO 20%) 

Medio para la congelación de 

iPSCs 

Medio Ectodermo 

Neurobasal™ medium 50% + Gibco™ 

DMEM/F-12 50% + GlutaMAX™ 2 mM + B-

27™ 1x + N-2 1x + antibióticos 

Diferenciación de cuerpos 

embrionarios a ectodermo 

Medio Endodermo 
DMEM + FBS 20% + GlutaMAX™ 2 mM + β-

mercaptoetanol 100 µM + antibióticos 

Diferenciación de cuerpos 

embrionarios a endodermo 

Medio Feeders IMDM + FBS 10% + antibióticos 

Cultivo de fibroblastos 

comerciales antes de ser 

irradiados 

Medio Fibroblastos 

DMEM + FBS HyClone™ 10% + 

GlutaMAX™ 2 mM + NEAA 100 µM + β-

mercaptoetanol 100 µM + antibióticos 

Cultivo de fibroblastos de 

pacientes antes de ser 

reprogramados 

Medio HEK 
DMEM + FBS 10% + GlutaMAX™ 2 mM + 

NEAA 100 µM +  NaPyr 1 mM 

Cultivo de HEK293T para 

producción de lentivirales 

Medio iPSCs-Feeders 

KnockOut™ DMEM + KnockOut™ serum 

10% + GlutaMAX™ 2 mM + NEAA 100 µM + 

β-mercaptoetanol 100 µM + bFGF 10 ng/ml + 

HSA 0,5% + antibióticos 

Cultivo de iPSCs creciendo 

sobre feeders 

Medio Mesodermo 

Gibco™ DMEM/F-12 + FBS 20% + 

GlutaMAX™ 2mM + β-mercaptoetanol 100 

µM + ácido ascórbico 100 µM + antibióticos 

Diferenciación de cuerpos 

embrionarios a mesodermo 

Medio SH Galactosa 
MEM (sin glucosa) + Galactosa 5,5 mM + 

Glutamina 2 mM + FBS 10% + antibióticos 
Seahorse en iCMs 

Medio SH Glucosa 
MEM (glucosa 5,5 mM) + Glutamina 2 mM + 

FBS 10% + antibióticos 
Seahorse en iCMs 

Medio SH iAs y iNs 
DMEM + GlutaMAX™ 2 mM + NaPyr 1 mM 

+ Glucosa 0,9 g
Seahorse en iAs y iNs 
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1.4| Anticuerpos 

Las siguientes tablas recogen toda la información referente a los anticuerpos utilizados en los 

distintos experimentos para la detección de proteínas específicas, tanto de los anticuerpos primarios 

(Tabla 6) como de los secundarios (Tabla 7). 

Tabla 6. Anticuerpos primarios 

Nombre 
Especie, 

Descripción 
Uso, Dilución Casa comercial Referencia 

Anti-Actin, α-Smooth Muscle Ratón, mAb 
IF, 1:250 (iPSCs)/ 

1:400 (iCMs) 
Sigma Aldrich A5228 

Anti-ATP5G1/G2/G3 Conejo, mAb Western Blot, 1:1.000 Abcam ab180149 

Anti-Cardiac Troponin T 

antibody (1C11) 
Ratón, mAb IF/FACs, 1:200 Sigma Aldrich ab8295 

Anti-Caspasa 3 Conejo, pAb Western Blot, 1:1.000 Cell Signaling 9662 

Anti-Caspasa 9 Conejo, pAb Western Blot, 1:1.000 Cell Signaling 9504 

Anti-Catalasa Conejo, pAb Western Blot, 1:1.000 Abcam ab16731 

Anti-Ciclofilina D Ratón, mAb Western Blot, 1:1.000 Abcam ab110324 

Anti-Connexin 43 (H-150) Conejo, pAb IF, 1:1.000 Santa Cruz sc-9059 

Anti-Cytochrome 

C (Clone  6H2.B4) 
Ratón, mAb IF, 1:500 BD Biosciences 556432 

Anti-EAAT1 (GLAST) Conejo, pAb IF, 1:100 Abcam ab416 

Anti-GAPDH [6C5] Ratón, mAb Western Blot, 1:5.000 Abcam ab8245 

Anti-GATA-4 (G-4) Ratón, mAb IF, 1:50 Santa Cruz sc-25310 

Anti-GFAP Cobaya, pAb IF, 1:500 
Synaptic 

Systems 
173 004 

Anti-Glutatión peroxidasa 1 Conejo, pAb Western Blot, 1:1.000 Abcam ab22604 

Anti-JNK2 Conejo, pAb Western Blot, 1:500 Cell Signaling 4672 

Anti-LAMP1 (C54H11) Conejo, mAb Western Blot, 1:800 Cell Signaling 3243 

Anti-LC3B Conejo, pAb Western Blot, 1:500 Cell Signaling 2775 

Anti-MAP2 Pollo, pAb IF, 1:5.000 Abcam ab5392 

Anti-MnSOD Conejo, pAb Western Blot, 1:1.000 
Enzo Life 

Science 

ADI-SOD-

110 

Anti-NANOG Cabra, pAb IF, 1:25 R&D Systems AF1997 

Anti-OGG1 Conejo, pAb Western Blot, 1:1.000 Novus Biological NB100-106 

Anti-P-p38 MAP Kinase 

(Thr180/Tyr182) 
Conejo, pAb Western Blot, 1:1.000 Cell Signaling 9211 

Anti-P-SAPK/JNK 

(Thr183/Tyr185) 
Conejo, pAb Western Blot, 1:500 Cell Signaling 9251 

Anti-SOX2 Conejo, pAb IF: 1:100 
Thermo Fisher 

Scientific 
PA1-16968 

Anti-SSEA3 Rata, mAb 
IF/FACs, 1:3/sin 

diluir 
Hybridoma Bank MC-631
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Nombre 
Especie, 

Descripción 
Uso, Dilución Casa comercial Referencia 

Anti-SSEA4 Ratón, mAb 
IF/FACs, 1:3/sin 

diluir 
Hybridoma Bank MC-813-70

Anti-Total OXPHOS Ratón, mAb Western Blot, 1:1.000 Abcam ab110413 

Anti-Tubulin β-III Tuj1 Conejo, pAb IF, 1:500 Covance MMS-435P 

Anti-Vimentin Ratón, mAb IF, 1:250 Dako M0725 

Anti-α-Actinin (Sarcomeric) Ratón, mAb IF, 1:200 Sigma Aldrich A7732 

Anti-α-Fetoprotein Conejo, pAb IF, 1:400 Dako A0008 

GRP78/HSPA5 Conejo, pAb Western Blot, 1:1.000 Novus Biological 
NBP1-

06274 

HERP Ratón, mAb Western Blot, 1:1.000 
Enzo Life 

Science 

BML-

PW9705 

Anti-S100β Conejo, pAb IF, 1:400 Dako Z0311 

Anti-p38α MAP Kinase 

(L53F8) 
Ratón, mAb Western Blot, 1:1.000 Cell Signaling 9228 

Anti-TRA-1-60 Ratón, mAb IF/FACs, 1:200/1:100 Millipore MAB4360 

Anti-p70 S6 Kinase Conejo, pAb Western Blot, 1:1.000 Cell Signaling 9202 

Anti-P-p70 S6 Kinase (Thr 

389) 
Conejo, pAb Western Blot, 1:1.000 Cell Signaling 9205 

Anti-TRA-1-81 Ratón, mAb IF/FACs, 1:200/1:100 R&D Systems MAB4381 

Anti-Oct-3/4 (C-10) Ratón, mAb IF, 1:50 Santa Cruz sc-5279 

Anti-Grp75/MOT (9F8) Ratón, mAb Western Blot, 1:1.000 Abcam ab171089 

Anti-4E-BP1 Conejo, mAb Western Blot, 1:1.000 Cell Signaling 9644 

Anti-P-4E-BP1 (Ser65) Conejo, pAb Western Blot, 1:1.000 Cell Signaling 9451 

Sigma Receptor (F-5) Ratón, mAb Western Blot, 1:1.000 Santa Cruz sc-166392 

MFN2 (M03) Ratón, mAb Western Blot, 1:1.000 Abcam 
H00009927

-M03

Anti-P-S6 Ribosomal Protein 

(Ser 240/244) 
Conejo, pAb Western Blot, 1:1.000 Cell Signaling 2215 

Anti-S6 Ribosomal Protein 

(5G10) 
Conejo, mAb Western Blot, 1:1.000 Cell Signaling 2217 

Anti-PCCA (D-5) Ratón, mAb Western Blot, 1:250 Santa Cruz sc-374341 

FACs: citometría de flujo; IF: inmunofluorescencia; mAb: anticuerpo monoclonal; pAb: anticuerpo policlonal 
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Tabla 7. Anticuerpos secundarios 

Nombre Especie Uso, Dilución Casa comercial Referencia 

Alexa 488 anti-Guinea Pig IgG Cabra IF, 1:500 
Thermo Fisher 

Scientific 
A-11073

Alexa 488 anti-Rabbit IgG Mono IF, 1:200 
Thermo Fisher 

Scientific 
A-31572

Alexa 488 anti-Rabbit IgG Mono IF, 1:200 
Thermo Fisher 

Scientific 
A-21206

Alexa 488 anti-Rat IgM Cabra IF, 1:200 
Thermo Fisher 

Scientific 
A-21212

Alexa 555 anti-Mouse IgG Mono IF, 1:200 
Thermo Fisher 

Scientific 
A-31570

Alexa 555 anti-Mouse IgG Mono IF, 1:200 
Thermo Fisher 

Scientific 
A-31570

Alexa 555 anti-Mouse IgM Cy3 Mono IF, 1:200 Jackson 715-165-140

Alexa 647 anti-Goat IgG Mono IF, 1:200 
Thermo Fisher 

Scientific 
A-21447

Alexa 647 anti-Mouse IgM Cabra IF/FACs, 1:200/1:750 
Thermo Fisher 

Scientific 
A-21238

Anti-mouse IgG, HRP-linked Caballo Western Blot, 1/2.000 Cell Signaling 7076 

Anti-rabbit IgG, HRP-linked Cabra Western Blot, 1/5.000 Cell Signaling 7074 

DAPI, Dihydrochloride - IF, 1:10.000 Merck 268298 

Hoechst 33342 Solution - IF, 1:1.000 Sigma Aldrich 62249 

Phalloidin-TRITC - IF, 1:200 Sigma Aldrich P1951 

FACs: citometría de flujo; IF: inmunofluorescencia

1.5| Oligonucleótidos 

Las siguientes tablas contienen todos los oligonucleótidos utilizados para la amplificación y 

secuenciación de DNA (Tabla 8) y miRNAs (Tabla 9). 

Tabla 8. Oligonucleótidos 

Nombre Secuencia 5'  3' Uso 

ACADM-F GCACAAAGAGCTTTGGATGAA qRT-PCR 

ACADM-R CATAAATGATATTGCTTGGTGCTC qRT-PCR 

ACADVL-F GGAAGCAAGCTTTGGATCAGT qRT-PCR 

ACADVL-R GCTGTGATCTTCTCCTTCACG qRT-PCR 

ACTA1-F GACAGCGCCAAGTGAAGC qRT-PCR 

ACTA1-R CTTCGTCGCACATTGTGTCT qRT-PCR 

ANKRD1-F GATCGAATTCCGTGATATGCT qRT-PCR 

ANKRD1-R AAACATCCAGGTTTCCTCCA qRT-PCR 
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Nombre Secuencia 5'  3' Uso 

CD36-F TGGAACAGAGGCTGACAACTT qRT-PCR 

CD36-R TTGATTTTGATAGATATGGGATGC qRT-PCR 

CPTIA-F AGTTCTCTTGCCCTGAGACG qRT-PCR 

CPTIA-R CTTTCCAGCCCAGCACAT qRT-PCR 

CPTII-F TGACCAAAGAAGCAGCAATG qRT-PCR 

CPTII-R GAGCTCAGGCAAGATGATCC qRT-PCR 

CRIPTO-F CGGAACTGTGAGCACGATGT qRT-PCR 

CRIPTO-R GGGCAGCCAGGTGTCATG qRT-PCR 

Esrra-F CCTGGTCTGTGGGGATGT qRT-PCR 

ESRRA-F GGCGGCAGAAGTACAAGC qRT-PCR 

Esrra-R GGACAGCTGTACTCGATGCTC qRT-PCR 

ESRRA-R ATTCACTGGGGCTGCTGT qRT-PCR 

EX4 (PCCA) AGAACTGGCATCAACATCACTGTG Genotipado ratones 

FBL-F CCTGCGTAATGGAGGACACT qRT-PCR 

FBL-R ACTTCGGAGGCAAACACG qRT-PCR 

FOS-F CTACCACTCACCCGCAGACT qRT-PCR 

FOS-R AGGTCCGTGCAGAAGTCCT qRT-PCR 

Gapdh - F AGCTGAACGGGAAGCTCACT qRT-PCR 

Gapdh - R GCTTCACCACCTTCTTGATGTC qRT-PCR 

GAPDH-F GCACCGTCAAGGCTGAGAAC qRT-PCR 

GAPDH-R AGGGATCTCGCTCCTGGAA qRT-PCR 

IVS2 (PCCA) CTAGAAAGTAAATGTTTACCAGAA Genotipado ratones 

KLF4-F CGAACCCACACAGGTGAGAA RT-PCR 

KLF4-R TTCCTGCATGCCAGAGGAGCCC RT-PCR 

KOS-F ATGCACCGCTACGACGTGAGCGC RT-PCR 

KOS-R ACCTTGACAATCCTGATGTGG RT-PCR 

MT-CYB-F CATCTTGCCCTTCATTATTGC qRT-PCR 

MT-CYB-R GTTGTTTGATCCCGTTTCGT qRT-PCR 

MT-ND5-F AAATCCATTGTCGCATCCA qRT-PCR 

MT-ND5-R TTGGTCTAGGCACATGAATATTGT qRT-PCR 

Mycop-F CGCCTGAGTACGTTCGC PCR detección micoplasma 

Mycop-F CGCCTGAGTACGTACGC PCR detección micoplasma 

Mycop-F TGCCTGGGTAGTACATTCGC PCR detección micoplasma 
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Nombre Secuencia 5'  3' Uso 

Mycop-F TGCCTGAGTAGTACATTCGC PCR detección micoplasma 

Mycop-F CGCCTGAGTAGTATGCTCGC PCR detección micoplasma 

Mycop-F CACCTGAGTAGTATGCTCGC PCR detección micoplasma 

Mycop-F CGCCTGGGTAGTACATTCGC PCR detección micoplasma 

Mycop-R GCGGTGTGTACAAGACCCGA PCR detección micoplasma 

Mycop-R GCGGTGTGTACAAAACCCGA PCR detección micoplasma 

Mycop-R GCGGTGTGTACAAACCCCGA PCR detección micoplasma 

Myh6-F GGCACAGAAGATGCTGACAA qRT-PCR 

MYH6-F CTTCAAGGCCAAGCTGTACG qRT-PCR 

Myh6-R CTGCCCCTTGGTGACATACT qRT-PCR 

MYH6-R CGTGGCTTCTGGAAATTGTT qRT-PCR 

Myh7-F ATCAATGCAACCCTGGAGAC qRT-PCR 

MYH7-F TATCAAGGGGAAGCCTGAAG qRT-PCR 

Myh7-R CGAACATGTGGTGGTTGAAG qRT-PCR 

MYH7-R GCCAGCCAATGATGTTGTAG qRT-PCR 

NANOG2-F 
GAGTTAAAGAGTTTTGTTTTTAAAAATT

AT 

PCR metilación promotor 

NANOG 

NANOG2-R 
TCCCAAATCTAATAATTTATCATATCTT

TC 

PCR metilación promotor 

NANOG 

NANOG-F ACAACTGGCCGAAGAATAGCA qRT-PCR 

NANOG-R GGTTCCCAGTCGGGTTCAC qRT-PCR 

NCL-F AGCCCTGGTGCTGACTTG qRT-PCR 

NCL-R GGACATAATCCTCAGACCTGCTA qRT-PCR 

  Neo 
TGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCAT

GGC 
Genotipado ratones 

NPPA-F CAGGATGGACAGGATTGGAG qRT-PCR 

NPPA-R TCCTCCCTGGCTGTTATCTTC qRT-PCR 

Nppb-F AAGTCCTAGCCAGTCTCCAGA qRT-PCR 

NPPB-F ACGAAGCCCCAAGATGGT qRT-PCR 

Nppb-R GAGCTGTCTCTGGGCCATTTC qRT-PCR 

NPPB-R CCTCTTAATGCCGCCTCA qRT-PCR 

Nrf1-F TGGAGTCCAAGATGCTAATGG qRT-PCR 

NRF1-F ATCAGCAAACGCAAACACAG qRT-PCR 

Nrf1-R GCGAGGCTGGTTACCACA qRT-PCR 

NRF1-R CTACTGTTGCCCCCGTACC qRT-PCR 

OCT4/3-F ATTTGTTTTTTGGGTAGTTAAAGGT PCR metilación promotor OCT4 
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Nombre Secuencia 5'  3' Uso 

OCT4/3-R CCAACTATCTTCATCTTAATAACATCC PCR metilación promotor OCT4 

OCT4-F GGAGGAAGCTGACAACAATGAAA qRT-PCR 

OCT4-R GGCCTGCACGAGGGTTT qRT-PCR 

PCCA (exón 21)-F TTGATGGACATTTGGGTTTTT PCR 

PCCA (exón 21)-R AGCAGTAATGAAGCCAAGTTCA PCR 

PCCB (exones 11 y 

12)-F 
GGATGGCTGCTGAGGACAAA PCR 

PCCB (exones 11 y 

12)-R 
TCCCACCACGGCTATGCTGTAG PCR 

POLR1A-F GGTTTCAGTTCCTGCCACAT qRT-PCR 

POLR1A-R TGGATTCCATCAGAAGTTTAAAGAA qRT-PCR 

Ppara-F CACGCATGTGAAGGCTGTAA qRT-PCR 

PPARA-F GCACTGGAACTGGATGACAG qRT-PCR 

Ppara-R GCTCCGATCACACTTGTCG qRT-PCR 

PPARA-R TTTAGAAGGCCAGGACGATCT qRT-PCR 

Ppard-F GTATGCGCATGGGACTCAC qRT-PCR 

PPARD-F CACTGGGCATGTCACACAA qRT-PCR 

Ppard-R GTCTGAGCGCAGATGGACT qRT-PCR 

PPARD-R GCTCCCCTCATTTGCAGTC qRT-PCR 

PPARGC1A-F CGCAGTCACAACACTTACAAGC qRT-PCR 

Ppargc-1a-F GAAAGGGCCAAACAGAGAGA qRT-PCR 

PPARGC1A-R GGGGTCATTTGGTGACTCTG qRT-PCR 

Ppargc-1a-R GTAAATCACACGGCGCTCTT qRT-PCR 

PPARGC1B-F GGAGGAGCAACTCTATGCTGA qRT-PCR 

Ppargc-1b-F CTCCAGTTCCGGCTCCTC qRT-PCR 

PPARGC1B-R AGGTGGCCGAGTCAAAGTC qRT-PCR 

Ppargc-1b-R CCCTCTGCTCACGTCTG qRT-PCR 

Pparg-F CCACCAACTTCGGAATCAGCT qRT-PCR 

PPARG-F GACAGGAAAGACAACAGACAAATC qRT-PCR 

Pparg-R TTTGTGGATCCGGCAGTTAAGA qRT-PCR 

PPARG-R GGGGTGATGTGTTTGAACTTG qRT-PCR 

RRN3-F AGGAAGGCGATGTAGATGTTTC qRT-PCR 

RRN3-R TTTGCAAGGCTCTGTGACAT qRT-PCR 

SERCA2-F ACCCACATTCGAGTTGGAAG qRT-PCR 

SERCA2-R CCAACGAAGGTCAGATTGGT qRT-PCR 
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Nombre Secuencia 5'  3' Uso 

SeV-F GGATCACTAGGTGATATCGAGC RT-PCR 

SeV-R 
ACCAGACAAGAGTTTAAGAGATATGTA

TC 
RT-PCR 

SIRT7-F TGCATGAGCAGAAGCTGGT qRT-PCR 

SIRT7-R AATGTACATGTTCCCGTGGAG qRT-PCR 

SOX2-F TGCGAGCGCTGCACAT qRT-PCR 

SOX2-R TCATGAGCGTCTTGGTTTTCC qRT-PCR 

SP6 CTAGCATTTAGGTGACACTATAG Secuenciación DNA 

T7 TAATACGACTCACTATAGGGAG Secuenciación DNA 

Tfam-F CAAAGGATGATTCGGCTCAG qRT-PCR 

TFAM-F GAACAACTACCCATATTTAAAGCTCA qRT-PCR 

Tfam-R AAGCTGAATATATGCCTGCTTTTC qRT-PCR 

TFAM-R GAATCAGGAAGTTCCCTCCA qRT-PCR 

TNNI3-F CAGTAGGCAGGAAGGCTCAG qRT-PCR 

TNNI3-R CCTCAAGCAGGTGAAGAAGG qRT-PCR 

UBTF-F AGCCAGAAGGAGCACTACAAA qRT-PCR 

UBTF-R CCTGGGGAGACAGGCTCT qRT-PCR 

UPS GGCAGCAAAGATGGTCTCAGGC Genotipado ratones 

qRT-PCR: PCR cuantitativa; RT-PCR: PCR transcriptasa reversa 

Tabla 9. miRNAs 

Nombre Secuencia 5'  3' Uso Referencia Casa comercial 

hsa-miR-30c-5p UGUAAACAUCCUACACUCUCAGC qRT-PCR 204783 Exiqon 

hsa-miR-199b-5p CCCAGUGUUUAGACUAUCUGUUC qRT-PCR MS00003731 Exiqon 

hsa-miR-133a-3p UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUG qRT-PCR 204788 Exiqon 

hsa-miR-199a-5p CCCAGUGUUCAGACUACCUGUUC qRT-PCR 204494 Exiqon 

hsa-miR-208a-3p AUAAGACGAGCAAAAAGCUUGU qRT-PCR 205619 Exiqon 

hsa-miR-338-3p UCCAGCAUCAGUGAUUUUGUUG qRT-PCR 204719 Exiqon 

hsa-miR-378-3p ACUGGACUUGGAGUCAGAAGG qRT-PCR 204179 Exiqon 

hsa-miR-423-3p AGCUCGGUCUGAGGCCCCUCAGU qRT-PCR 204488 Exiqon 

hsa-miR-499-3p AACAUCACAGCAAGUCUGUGCU qRT-PCR MS00031913 Exiqon 

hsa-miR-34a-5p UGGCAGUGUCUUAGCUGGUUGU qRT-PCR 204486 Exiqon 

hsa-miR-1a-3p UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAU qRT-PCR 204344 Exiqon 

hsa-miR-23a-3p AUCACAUUGCCAGGGAUUUCC qRT-PCR 204772 Exiqon 

hsa-miR-25-3p CAUUGCACUUGUCUCGGUCUGA qRT-PCR 204361 Exiqon 
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2. Métodos

En esta sección se detallarán los métodos, organizados según su finalidad, que se han llevado a

cabo a lo largo de todo el trabajo. 

2.1| Cultivos celulares 

Todas las líneas fueron mantenidas en condiciones de cultivo estándar (atmósfera de humedad 

relativa del 95%, 5% de CO2 y 37ºC de temperatura). La composición de los medios utilizados, 

junto al uso de los mismos, se puede encontrar en la Tabla 5.  

2.1.1. Reprogramación no integrativa de fibroblastos a iPSCs 

Para la generación de nuevos modelos celulares de AP se reprogramaron fibroblastos de un 

paciente AP con defectos en el gen PCCA y de otro paciente con defectos en el gen PCCB.   

Infección de los fibroblastos 

Los fibroblastos de los pacientes se cultivaron bajo condiciones estándar en “Medio 

fibroblastos” y se reprogramaron siguiendo las instrucciones del proveedor del kit CytoTune™ iPS 

2.0 Sendai Reprogramming. Brevemente, dos días antes, los fibroblastos se levantaron con tripsina 

y se sembraron 50.000 o 100.000 células/pocillo en una placa p6 y, el día 0, se infectaron con los 

virus Sendai codificantes para los 4 factores de Yamanaka (Takahashi y Yamanaka, 2006). Durante 

la primera semana, se cambió el medio diariamente usando el “Medio fibroblastos”. El día 7, se 

levantaron las células con tripsina y se plaquearon 50.000 células en una placa p100 sobre una 

monocapa de feeders. A partir de ese día, se cambió el medio diariamente con “Medio iPSCs-

feeders”. Tras 2 o 3 semanas, colonias individuales se picaron manualmente, utilizando un método 

mecánico mediante una micropipeta The Stripper® (Origio) y capilares Strip-ID de 150 μm 

(Gynetics), a distintos pocillos de placas p6 con feeders para proceder al aislamiento y 

amplificación de los distintos clones. Después de su expansión, los distintos clones se picaron 

manualmente y se congelaron en “Medio congelación iPSC” para poder almacenarlos en nitrógeno 

líquido.  

Generación feeders 

Las iPSCs necesitan ser cultivadas sobre una monocapa de fibroblastos irradiados (feeders) que 

les proporcionan los nutrientes necesarios para su crecimiento. Para ello, fibroblastos humanos 

comerciales (ATCC® CRL-2429™) fueron cultivados bajo condiciones estándar en “Medio 

feeders” y, para inactivarlas mitóticamente, se levantaron con tripsina y se irradiaron a 80 Gy. Las 

feeders generadas se congelaron en nitrógeno líquido para su posterior uso. 
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Para el crecimiento de las iPSCs sobre feeders, dos días antes de picar las colonias, se incubó la 

placa con gelatina EmbryoMax® 0.1% 1 hora a 37ºC y, posteriormente, se plaquearon 

aproximadamente 2x106 células feeders en una placa p100. 

Adaptación y crecimiento iPSCs en Matrigel® 

Las iPSCs pueden adaptarse al crecimiento sobre una matriz extracelular sin necesidad del 

soporte proporcionado por las feeders. Para ello, se realizaron tres pases manuales a una placa p60 

recubierta previamente con Matrigel®, según las instrucciones del proveedor, con medio mTeSR™. 

Una vez adaptadas al crecimiento en Matrigel®, se expandieron utilizando métodos de pase 

enzimáticos (Accutase™) o químicos (ReLeSR™), y se sembraron en placas previamente 

recubiertas de Matrigel® en presencia de medio mTeSR™ suplementado con Y-27623 10 µM. Tras 

24 horas se cambió el medio y se mantuvieron en cultivo con medio mTeSR™ mediante la 

realización de pases 1:4 o 1:5 cada 3 o 4 días. 

2.1.2. Diferenciación iPSCs a las tres capas germinales 

Para la caracterización de las iPSCs PCCA y PCCB se comprobó su capacidad de 

diferenciación a las tres capas germinales: ectodermo, endodermo y mesodermo. Para ello, una 

semana antes se sembró una placa p100 con las iPSCs y, cuando estuvieron al 80% de confluencia, 

se levantaron las células con Accutase™, se resuspendieron en 12 ml de medio mTeSR™ y se 

sembraron 120 µl/pocillo de una placa p96 de fondo cónico no adherente. Para favorecer la 

formación de los cuerpos embrionarios (EBs), se centrifugó la placa a 900 g durante 10 minutos. 

Tras dos días, se recogieron con una pipeta los EBs de todos los pocillos y se plaquearon sobre una 

placa p60 con medio mTeSR™. Tras dos días, los EBs se recogieron con una pipeta y se sembraron 

3-4 EBs por pocillo de placa μ-Slide 8 well (Ibidi) previamente recubierta con Matrigel®. Durante 

3 semanas se cambió el medio cada 2-3 días con el medio específico de diferenciación a cada capa 

germinal (Tabla 5). Finalmente, se analizó la expresión de marcadores específicos de cada capa 

germinal por inmunofluorescencia siguiendo el protocolo detallado en el apartado 2.8.3.  

2.1.3. Diferenciación iPSCs a iAs 

Para la diferenciación de iPSCs a iAs se siguió un protocolo previamente descrito (Canals et al., 

2018). El día -2 de la diferenciación, las iPSCs se levantaron con Accutase™ y se sembraron en 

una placa p6 cubierta de Matrigel® 200.000 y 400.000 células/pocillo en el caso de las iPSCs 

Control y PCCA, respectivamente, con medio mTeSR™ suplementado con Y-27632 10 µM. El día 

-1 se realizó la infección con 1 µl de cada lentivirus correspondiente (rTTA, NFIB y SOX9) en

medio mTeSR™. El día -2 se realizó la inducción de los factores de transcripción mediante la 

adición de doxiciclina (2 ng/ml), que se añadió siempre al medio de cultivo a partir de ese 
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momento. Los días 1 y 2 se cambió el medio con “Medio 1 iAs” y, en los días siguientes, se 

combinó el medio “Medio 1 iAs” con el “Medio 2 iAs” en los siguientes porcentajes: 75%/25%, 

50%/50%, 25%/75%, hasta llegar al 100% de “Medio 2 iAs” en el día 6. Además, se llevó a cabo 

la selección de las células infectadas por resistencia a los antibióticos puromicina (2 días a 1,25 

µg/ml) e higromicina (5 días a 200 µg/ml). En los días 7-9 los iAs se levantaron con Accutase™ 

para sembrarlos en una nueva placa p6 cubierta de Matrigel® o PDL/laminina; se sembraron como 

cultivo único o en cocultivo junto a las iNs dependiendo del experimento que se fuera llevar a cabo. 

A partir del día siguiente, en el caso del cultivo único, se cambió la mitad del medio por “Medio 3 

iAs” y, en el caso del cocultivo, por una mezcla de “Medio 2 iNs” y de “Medio 3 iAs”; en ambos 

casos el cambio de medio se realizó cada 2 o 3 días. 

2.1.4. Diferenciación iPSCs a iNs 

Para la diferenciación de iPSCs a iNs GABAérgicas se siguió un protocolo previamente descrito 

(Yang, N. et al., 2017). El día -2 de la diferenciación, las iPSCs se levantaron con Accutase™ y se 

sembraron en una placa p6 cubierta de Matrigel® 300.000 y 600.000 células/pocillo en el caso de 

las iPSCs Control y PCCA, respectivamente, con medio mTeSR™ suplementado con Y-27632 10 

µM. El día -1, se realizó la infección con 1 µl de cada lentivirus correspondiente (rtTA, ASCL1 y 

DLX2) en medio mTeSR™ fresco. El día 0, se realizó la inducción de los factores de transcripción 

mediante la adición de doxiciclina (2 ng/ml), que se añadió siempre al medio de cultivo a partir de 

ese momento. Desde el día 1 al 4 se cambió el medio diariamente con el “Medio 1 iNs” llevando a 

cabo la selección de las células infectadas por resistencia a los antibióticos puromicina (2 días a 

1,25 µg/ml) e higromicina (5 días a 200 µg/ml). A partir del día 5, y en adelante, el medio fue 

siempre suplementado con Ara-C 4 µM. En los días 7-9 las iNs se levantaron con Accutase™ para 

sembrarlas en una nueva placa p6 cubierta de Matrigel® o PDL/laminina; se sembraron como 

cultivo único o en cocultivo junto a los iAs dependiendo del experimento que se fuera llevar a 

cabo. A partir del día siguiente, en el caso del cultivo único, se cambió la mitad del medio por 

“Medio 2 iNs” y, en el caso del cocultivo, por una mezcla de “Medio 2 iNs” y de “Medio 3 iAs”; 

en ambos casos el cambio de medio se realizó cada 2 o 3 días. 

2.1.5. Diferenciación iPSCs a iCMs 

Para la diferenciación de iPSCs a iCMs se siguió un protocolo previamente descrito (Lian et al., 

2013). El día -3 de la diferenciación, las iPSCs se levantaron con Accutase™ y se sembraron en 

una placa p12 cubierta previamente con Matrigel®: 500.000 células/pocillo en el caso de las iPSCs 

Control y 1 millón de células para las PCCA y PCCB, con medio mTeSR™ suplementado con Y-

27632 10 µM. Los dos días siguientes se les cambió el medio con mTeSR™. El día 0 de la 

diferenciación se llevó a cabo la activación de la vía canónica de Wnt utilizando el “Medio 1 
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iCMs” suplementado con CHIR99021 12 µM para PCCA y Control, y 9 µM para PCCB. A las 24 

horas exactas se cambió el medio por “Medio 1 iCMs” fresco. El día 3 se llevó cabo la inhibición 

de la vía canónica de Wnt utilizando el “Medio 1 iCMs” suplementado con IWP-4 2,5 mM. A las 

48 horas se les cambió el medio por “Medio 1 iCMs” fresco. A partir del día 7, se les cambió el 

medio por “Medio 2 iCMs” cada 2-3 días, hasta el momento de realizar los experimentos, 

aproximadamente, en los días 25-32 de la diferenciación.  

2.2| Técnicas de proteínas 

2.2.1. Preparación de homogenados para Western Blot 

Para la extracción de proteínas a partir de tejidos del ratón, los animales se sacrificaron en una 

cámara de CO2 y, posteriormente, los tejidos seleccionados se extrajeron e inmediatamente se 

congelaron en nitrógeno líquido. Aproximadamente 50 mg de tejido se homogenizaron con 200-

500 µl de “Tampón de lisis (tejidos)” mediante el homogenizador Qiagen TissueLysser II (3 rondas 

de agitación de 90 segundos a 20 Hz) o T-25 digital Ultra-Turrax™, IKA® (10 pases de 10 

segundos). Posteriormente, los lisados se centrifugaron a velocidad máxima durante 30 minutos a 

4ºC, guardándose los sobrenadantes a -80°C hasta su utilización. 

Para la extracción de proteínas a partir de células en cultivo, éstas se tripsinizaron y se 

centrifugaron 5 minutos a 300 g. El precipitado obtenido se resuspendió en 50 µl de “Tampón de 

lisis (células)”. A continuación, se realizaron 3 ciclos de congelación/descongelación en nitrógeno 

líquido y un baño a 37ºC para la ruptura de las células. Los lisados se centrifugaron a 16.000 g 

durante 10 minutos a 4ºC y los sobrenadantes se guardaron a -80ºC hasta su utilización.  

2.2.2. Western Blot 

Una vez cuantificada la cantidad de proteínas mediante la técnica de Bradford se prepararon las 

muestras:  50-75 µg de proteína, 1 µl de DTT 1 mM y tampón de carga NuPAGE™ LDS Sample 

Buffer 4x, hervidas durante 5 minutos a 95ºC. En el caso de la detección de complejos de la CTE 

las muestras se calentaron a 50ºC. 

La separación electroforética se realizó en geles 4-12% NuPAGE™ Precast Gels o 10% 

NuPAGE™ Precast Gels utilizando el tampón de electroforesis recomendado. Para determinar los 

pesos moleculares de las proteínas se usó un marcador de peso molecular conocido Novex™ Sharp 

Pre-stained Protein Standard. Los geles se sometieron a un voltaje constante de 120 V durante 2 

horas aproximadamente.  

Tras la electroforesis, las proteínas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa con el 

sistema iBlot™ Gel Transfer Stacks Nitrocellulose Regular durante siete minutos a 20 V. La 
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eficiencia de la transferencia se comprobó mediante la tinción de las membranas con el reactivo 

Rojo Ponceau. 

Las membranas se incubaron al menos 1 hora en “Solución de bloqueo” y, a continuación, con 

el anticuerpo primario a la dilución correspondiente (Tabla 6) toda la noche a 4ºC. Las membranas 

se lavaron 3 veces con “Solución de lavado” y se volvieron a incubar durante al menos hora y 

media con el anticuerpo secundario correspondiente (Tabla 7). Tras 3 lavados se procedió a la 

detección de las proteínas de interés por un método quimioluminiscente utilizando Amersham 

ECL™ o SuperSignal™ West Femto en función de la intensidad de señal requerida.  

Para la detección de más de una proteína en una misma membrana, tras la inmunodetección, las 

membranas se incubaron con “Tampón de deshibridación” 20 minutos a 80ºC y después se 

continuó con el protocolo descrito anteriormente.  

Las películas se escanearon y densitometraron utilizando el densitómetro BioRad GS-900 

(BioRad) y el programa informático Image Lab. 

2.2.3. Detección de proteínas carboniladas en tejido de ratón 

Se partió de homogenados extraídos por el método descrito en el apartado 2.2.1 y se cuantificó 

la cantidad de proteína por el método de Bradford. Para la detección de proteínas carboniladas en el 

modelo murino se siguió el protocolo del kit OxyBlot protein™ oxidation detection. Brevemente, el 

primer paso consistió en la derivatización de 15 µg de proteína mediante SDS y la solución 2, 4-

dinitrofenilhidrazona (DNPH), seguido de incubación a temperatura ambiente durante 15 minutos. 

A continuación, se añadió el tampón de neutralización y el de carga y se utilizó todo el volumen de 

muestra para cargar un gel NuPAGE™ 10% Bis-Tris Protein Gels continuando con el protocolo 

descrito en el apartado 2.2.2. Los anticuerpos primario y secundario, incluidos en el kit, se 

utilizaron a una dilución 1:150 y 1:300, respectivamente. 

2.3| Técnicas de ácidos nucleicos 

2.3.1. Aislamiento de ácidos nucleicos en células y tejidos 

El aislamiento de los ácidos nucleicos se realizó siguiendo el protocolo y las recomendaciones 

indicadas por los proveedores de cada uno de los kits utilizados. Para la extracción a partir de un 

cultivo celular las células se tripsinizaron, en el caso de los iCMs y los fibroblastos, o se levantaron 

con Accutase™, en el caso de las iPSCs, y se resuspendieron en medio de cultivo, se centrifugaron 

durante 5 minutos a 300 g, se lavaron con PBS y se volvieron a centrifugar. Para la extracción a 

partir de tejidos del ratón, los animales se sacrificaron en una cámara de CO2 y, posteriormente, los 

tejidos seleccionados se extrajeron e inmediatamente se congelaron en nitrógeno líquido.  
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Los distintos métodos utilizados para la extracción de ácidos nucleicos se recogen en la 

siguiente tabla: 

Tabla 10. Métodos de aislamiento de ácidos nucleicos 

Muestra de partida 
Tipo ácido 

nucleico 
Método de aislamiento Uso 

Líneas celulares gDNA 
MagNA Pure Compact Nucleic 

Acid Isolation Kit I 

Identificación mutaciones, 

análisis STRs y metilación 

Cola de ratón gDNA 
NaOH 50 mM a 95°C y Tris-HCl 

1 M pH 8 
Genotipado ratones 

Tejido de ratón RNA RNeasy mini kit qRT-PCR 

Líneas celulares RNA Método de TRIzol™ qRT-PCR 

Líneas 

celulares/Tejido de 

ratón 

miRNA 
miRCURYTM RNA Isolation kit – 

Tissue 
qRT-PCR 

Cultivo bacteriano 
DNA 

plasmídico 

Wizard Plus Miniprep DNA 

purification/ Qiagen Plasmid 

Purification Maxi Kit 

Amplificación plásmidos 

 gDNA: DNA genómico; miRNA: microRNA; qRT-PCR: PCR cuantitativa; STRs: microsatélites

2.3.2. Electroforesis y cuantificación de ácidos nucleicos 

La cuantificación de ácidos nucleicos se llevó a cabo en un espectrofotómetro NanoDrop™ 

1000 (Thermo Scientific) teniendo en cuenta la relación A260/280 y A260/230. El análisis del tamaño de 

los fragmentos de DNA se llevó a cabo mediante electroforesis en geles de agarosa con bromuro de 

etidio en cubetas de desarrollo horizontal acopladas a una fuente de energía con tampón de 

electroforesis TAE. Tras la electroforesis, el tamaño de las bandas se obtuvo por comparación con 

las bandas de marcadores de peso molecular conocido mediante un transiluminador acoplado a una 

cámara. 

2.3.3. Amplificación de DNA 

Para la amplificación de DNA se utilizó un protocolo de PCR estándar (Mullis et al., 1986) 

teniendo en cuenta la longitud del amplicón y la temperatura de melting de los oligonucleótidos 

utilizados en cada caso (Tabla 8). Se amplificaron entre 250-500 ng de DNA utilizando la 

polimerasa FastStart Taq DNA polymerase en un termociclador Veriti® Thermal Cycler (Applied 

Biosystems). El diseño de los oligonucleótidos se realizó utilizando los programas informáticos 

Exon Primer, Primer 3 y Blast. 

Para el control de la contaminación de los cultivos celulares por micoplasmas se usó un 

protocolo estándar de PCR utilizando un mix de oligonucleótidos (Tabla 8) para la detección de 

diversas especies de micoplasma. Como control de PCR se utilizó un control interno cedido por la 

Colección Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares (DSMZ). 
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2.3.4. Secuenciación 

El método de secuenciación que se ha utilizado es el de terminación de cadena de DNA por 

incorporación de dideoxinucleótidos trifosfato (Sanger et al., 1977). Para ello, 300-500 ng de DNA 

se secuenciaron junto a oligonucleótidos específicos (Tabla 8) a una concentración de 5 mM, 

mediante el servicio de secuenciación de Macrogen. Las secuencias se analizaron mediante el 

programa Chromas. 

2.3.5. qRT-PCR 

Para la realización de la PCR cuantitativa (qRT-PCR), en primer lugar, se llevó a cabo la 

retrotranscripción de 750 ng de RNA siguiendo las recomendaciones de los kits NZY First-Strand 

cDNA Synthesis kit (para mRNAs) o miRCURY® LNA® RT Kit (para miRNAs). A continuación, el 

cDNA se amplificó mediante PCR cuantitativa con oligonucleótidos específicos para los mRNAs 

(Tablas 8) o miRNAs (Tabla 9) y los kits PerfeCta SYBR® Green Fast Mix (mRNAs) o 

miRCURY® LNA® SYBR® Green PCR Kit (miRNAs). La amplificación y el análisis se realizó en 

un equipo LightCycler® 480 (Roche) y los datos fueron normalizados utilizando el gen de 

expresión constitutiva Gapdh/GADPH (mRNAs) y U6 snRNA y miR-423-3p (miRNAs). Los 

resultados se expresaron como el parámetro de cantidad relativa (RQ), que nos permite comparar la 

cantidad de RNA en los distintos extractos utilizando el método 2-ΔΔCt (Schmittgen y Livak, 2008). 

2.3.6. Metilación promotores OCT4 y NANOG 

 Para la determinación de la activación de la expresión de los factores de pluripotencia OCT4 y 

NANOG en las iPSCs se analizó el grado de metilación de las islas CpG de sus promotores. Para 

ello, 500 ng de gDNA fueron modificados con bisulfito sódico siguiendo las instrucciones del 

fabricante del kit EZ DNA Methylation-Gold™; mediante el cual las citosinas no metiladas se 

convirtieron en uracilos. El DNA modificado se amplificó por PCR utilizando la Taq polimerasa 

Immolase™ Red DNA Polymerase y unos oligonucleótidos específicos (Tabla 8) diseñados 

teniendo en cuenta las citosinas modificadas. El producto de PCR se clonó en el vector pGEM®-T 

Easy Vector siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la amplificación del plásmido se 

transformaron cepas XL1-Blue Supercompetent Cells mediante choque térmico y el DNA 

plasmídico se aisló usando el kit Wizard Plus Miniprep DNA purification system. La secuenciación 

se llevó a cabo por el servicio de Macrogen usando los oligonucleótidos T7 o SP6; se secuenciaron 

al menos 5 clones distintos por región amplificada para comprobar el grado de metilación de las 

islas CpG de cada promotor. 
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2.3.7. MLPA 

El análisis de la presencia de la deleción de los exones 17 y 18 del gen PCCA en las iPSCs 

PCCA se realizó mediante la técnica de amplificación de múltiples sondas dependientes de ligación 

(MLPA). Para ello se utilizaron unas sondas comerciales específicas para este gen, SALSA® 

MLPA® Probemix P278-C2, diseñadas para la detección de deleciones o duplicaciones en el gen 

PCCA. Este kit contiene 36 sondas MLPA para la amplificación de productos entre 142 y 436 pb y, 

además, 9 sondas de referencia que son usadas como controles internos que generan un producto 

menor a 120 pb. En el análisis se incluyeron muestras de un individuo sano que fueron usadas 

como control positivo. Los resultados se procesaron utilizando el software Coffalyser.  

2.3.8. Cariotipo 

Para la comprobación de la estabilidad genómica de las iPSCs generadas se realizó un estudio 

del cariotipo en células con más de 20 pases en cultivo. Las iPSCs crecidas sobre Matrigel® se 

trataron con 10 μg/ml de Colcemid® durante 90 minutos a 37ºC y se levantaron con Accutase™ 

para fijarse a continuación con fijador de Carnoy. Para poder observar las etapas celulares en 

metafase y las bandas G las células fijadas se colocaron sobre un cubreobjetos, se secaron y se 

tiñeron mediante tinción de Wright. Al menos 20 metafases fueron analizadas. El análisis de estas 

preparaciones se llevó a cabo en el Servicio de Citogenética del Centro Nacional de Investigaciones 

Oncológicas (España, Madrid). 

2.3.9. Análisis de microsatélites 

Se comprobó que la huella genética de las iPSCs generadas coincidía con la de los fibroblastos 

de los pacientes analizando el número de repeticiones de los microsátelites (STRs), que son 

repeticiones en tándem de un conjunto de 2-7 nucleótidos que se encuentran en loci polimórficos 

del DNA. Para ello, se utilizó el kit AmpFLSTR® Identifiler® PCR Amplification, con el que 1 ng 

de gDNA se amplificó por PCR para analizar el número de STRs de 16 loci específicos: D8S1179, 

D21S11, D7S820, CSF1P0, D3S1358, TH01, D13S317, D16S539, D2S1338, D19S433, vWA, 

TPOX, D18S51, D5S818, FGA y el determinante de sexo Amelogenina.  

El tamaño de los fragmentos fue analizado por electroforesis utilizando un 3730 DNA Analyzer 

(Applied Biosystems). Los resultados se procesaron utilizando el software GeneMapper® v4.0 en 

el Parque Científico de Madrid, Campus Moncloa (España, Madrid).  
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2.4| Generación de partículas lentivirales 

Para la generación de las partículas lentivirales, necesarias en el proceso de diferenciación de 

iPSCs a iAs y iNs, primero se llevó a cabo la purificación y amplificación de los plásmidos de 

interés (Tabla 4). Para ello, se transformaron células competentes One Shot™ TOP10 con 2 µl de 

cada plásmido mediante choque térmico (30 minutos a 4ºC, 30 segundos a 42ºC y 5 minutos en 

hielo). Posteriormente, se aisló el DNA plasmídico siguiendo las recomendaciones del proveedor 

del kit Qiagen Plasmid Purification Maxi.  

Las células HEK293T se mantuvieron aproximadamente una semana bajo condiciones estándar 

de cultivo utilizando el “Medio HEK”. La transfección de los plásmidos empaquetadores y 

codificantes de las cápsidas virales, así como de los plásmidos de interés, se llevó a cabo mediante 

un protocolo basado en la adición de CaCl2 para permeabilizar la membrana celular. 24 horas 

después de la transfección, se añadió “Medio HEK” fresco durante otras 24 horas. Pasado ese 

tiempo, se recogió el medio de cultivo y se filtró utilizando un filtro de 0,45 µm acoplado a una 

jeringuilla. Este medio se centrifugó a 20.000 g durante 2 horas a 4ºC para conseguir la 

concentración de las partículas lentivirales. El pellet resultante se resuspendió en 100 µl de medio 

DMEM frío.  

2.5| Tratamiento in vivo con dieta rica en BCAA y treonina 

Se utilizaron ratones wild-type y Pcca-/-(A138T) de 1 mes de edad a los que se les cambió su 

dieta habitual por un pienso enriquecido en BCAA (isoleucina, valina y leucina) y treonina 

suministrado por los laboratorios Harlan Teklad. El tratamiento de estos ratones se llevó a cabo en 

la Clínica Mayo (EEUU, Rochester). La dieta se mantuvo hasta los 5 meses de edad, cuando los 

ratones fueron sacrificados en una cámara de CO2 e, inmediatamente, el hígado y corazón fueron 

extraídos, congelados en nitrógeno líquido y guardados a -80ºC hasta su posterior envío a nuestro 

laboratorio.  

2.6| Tratamiento in vivo con rapamicina 

Para el tratamiento de los ratones con rapamicina se siguió un protocolo previamente descrito 

(McMullen et al., 2004). Se utilizaron ratones wild-type y Pcca-/-(A138T) de 5 meses de edad que 

fueron inyectados intraperitonealmente con 2 mg/kg de rapamicina cada 24 horas durante 7 días. 

Las inyecciones se prepararon cada día diluidas en un tampón cuya composición era: PBS 90%, 

Tween® 80 5% y PEG 400 5%. Los pesos de los ratones fueron monitorizados durante todo el 

estudio.  
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Al octavo día, los ratones fueron sacrificados en una cámara de CO2 e, inmediatamente, el 

corazón fue extraído, congelado en nitrógeno líquido y guardado a -80ºC hasta su posterior 

utilización. 

2.7| Citometría de flujo 

2.7.1. Cuantificación del nivel de expresión de una proteína 

Para la caracterización de iPSCs y iCMs se analizó el nivel de expresión de distintos marcadores 

específicos de linaje por citometría de flujo. Las células se tripsinizaron y se contaron para utilizar 

500.000 células por cada condición. Las células se lavaron con PBS y se realizó la tinción de 

células muertas siguiendo las instrucciones del proveedor del LIVE/DEAD™ Fixable Near-IR 

Dead Cell Stain. Se lavaron con solución de resuspensión para eliminar los restos de la tinción y se 

fijaron con formalina al 10% durante 20 minutos. Posteriormente, se llevó a cabo la 

permeabilización de las células durante 15 minutos, seguida de un lavado, para finalmente dejar 

incubando toda la noche a 4ºC con el anticuerpo primario a la dilución correspondiente (Tabla 6). 

Al día siguiente, se realizó otro lavado y se incubó con el anticuerpo secundario correspondiente 

(Tabla 7) durante 30 minutos a 4ºC.  Se realizó un último lavado y, finalmente, se resuspendieron 

las células en 300 µl de solución de resuspensión.   

Se usaron como controles de compensación: un control con las células sin tratar, un control 

positivo de células muertas (previa incubación con NaCl 4 M 30 minutos a 4ºC), controles de los 

anticuerpos secundarios para tener en cuenta su inespecificidad y, cuando fue necesario, controles 

de cada uno de los fluoróforos por separado para evitar el cruce de canales. 

Las células fueron analizadas en un equipo de citometría de flujo analítica FACSCanto A 

(Becton Dickinson) y los datos fueron procesados y analizados mediante el programa FlowJo 6.4.1. 

2.7.2. Detección de ROS 

Dos días antes del experimento se levantaron los iCMs con tripsina y se plaquearon en una 

placa p12 previamente recubierta de Matrigel® unas 300.000 células/pocillo utilizando el “Medio 3 

iCMs”.  

Sonda H2DCFDA: el día del experimento, el pocillo del control positivo se incubó con H2O2 

100 µM durante 15 minutos a 37ºC y, después, se hizo un lavado con PBS de todos los pocillos. 

Posteriormente, se procedió a la incubación con la sonda H2DCFDA a 5 µM durante 30 minutos a 

37ºC; en el pocillo del control de muertas se añadió además NaCl 4 M. Tras la incubación, se 

hicieron dos lavados con PBS y se levantaron las células con tripsina, se centrifugaron y se 

resuspendieron en PBS. El marcaje de células muertas se hizo con ioduro de propidio.  
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Sonda Mitosox™: el día del experimento, el pocillo del control positivo se incubó con 

antimicina A 40 µM durante 15 minutos a 37ºC y después se hizo un lavado con PBS de todos los 

pocillos. Posteriormente, se procedió a la incubación con la sonda Mitosox™ a 5 µM durante 30 

minutos a 37ºC. Tras la incubación, se hicieron dos lavados con PBS y se levantaron las células 

con tripsina, se centrifugaron y se resuspendieron en PBS. 

En ambos casos, las células fueron analizadas en un equipo de citometría de flujo analítica 

FACSCanto A (Becton Dickinson) y los datos fueron procesados mediante el programa informático 

FlowJo 6.4.1.  

2.8| Microscopía óptica, electrónica y confocal 

2.8.1. Microscopía óptica 

Latido cardíaco: el latido espontáneo de los iCMs fue grabado en un microscopio invertido 

Axiovert200 (Zeiss) acoplado a una cámara sCMOS monocroma y con sistema de incubación 

(37ºC, O2 21%, CO2 5%). Los vídeos se grabaron tomando una foto cada 33,26 milisegundos con 

un objetivo 20x; al menos se tomaron 10 vídeos de cada condición. El análisis de los datos se 

realizó con el programa ImageJ. 

Detección actividad enzimática fosfatasa alcalina: la expresión de la fosfatasa alcalina 

placentaria se utilizó como marcador de pluripotencia de las iPSCs. Una semana antes del 

experimento se picaron manualmente colonias iPSCs a una placa p100 con feeders. La actividad 

fosfatasa alcalina se observó siguiendo las instrucciones del kit Phosphatase Alkaline Blue 

Membrane Substrate Solution. Brevemente, tras fijar las células con formalina al 10%, se incubó la 

placa a 64°C durante 20 minutos para inactivar el resto de fosfatasas y, posteriormente, se incubó 

unos minutos a temperatura ambiente en oscuridad con el reactivo comercial que, en presencia de 

la fosfatasa alcalina, precipita dando un color azulado a las colonias. Las imágenes fueron tomadas 

usando un microscopio Axiovert200 (Zeiss) en contraste de fases con un objetivo 10x. 

2.8.2. Microscopía electrónica 

Tres días antes del experimento, los iCMs se levantaron con tripsina y se plaquearon 1 millón de 

células en una placa p35 previamente recubierta de Matrigel® con “Medio 3 iCMs”. El día del 

experimento, se fijaron las células a la placa de cultivo incubando durante una 1 hora a temperatura 

ambiente con una mezcla de paraformaldehído 4% y glutaraldehído 2% en un tampón fosfato pH 

7,4 y se tiñeron con una mezcla de tetróxido de osmio 1% y ferricianida potásica 1% en agua 

destilada durante 1 hora a 4ºC. La muestra fue deshidratada con etanol y embebida en una resina 

epoxy EML-812 (TAAB Laboratories). Posteriormente, se separaron pequeñas partes de la resina 
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para cortar secciones ultrafinas (70 nm) que fueron recogidas en rejillas teñidas con uranil acetato y 

citrato. Las imágenes fueron tomadas en un microscopio electrónico Jeol JEM-1010 (JEOL) 

acoplado a una cámara digital CMOS TemCam F416 (TVIPS). 

2.8.3. Microscopía confocal 

 En primer lugar, las células se sembraron para cada experimento: 

 Caracterización iPSCs: una semana antes se picaron 7-9 colonias sobre una monocapa

de feeders en una placa µ-Slide 8 Well (Ibidi) y se mantuvieron durante esos 7 días en

cultivo con “Medio iPSCs-feeders”

 Diferenciación de EBs a las 3 capas germinales: se utilizaron EBs que llevaban 3

semanas en cultivo con cada medio de diferenciación específico en una µ-Slide 8 Well

(Ibidi) previamente recubierta con Matrigel®.

 Caracterización iCMs: tres días antes del experimento los iCMs se levantaron con

tripsina y se plaquearon 50.000 células/pocillo en una placa µ-Slide 8 Well (Ibidi)

previamente recubierta con Matrigel® con “Medio 3 iCMs”.

 Caracterización cultivo único iAs: en los días 7-9 de la diferenciación los iAs se

levantaron con Accutase™ y se plaquearon 70.000 células/pocillo sobre una placa µ-

Plate 24 Well Black (Ibidi) previamente recubierta de Matrigel®. La mitad del medio se

cambió cada 2-3 días por “Medio 3 iAs” hasta el día 14-16 de la diferenciación.

 Caracterización cocultivo iAs y iNs: en los días 7-9 de la diferenciación, los iAs y iNs

se levantaron con Accutase™ y se plaquearon 50.000 iAs y 100.000 iNs sobre

cubreobjetos previamente recubiertos de PDL/laminina. La mitad del medio se cambió

cada 2-3 días por una mezcla de “Medio 2 iNs” y “Medio 3 iAs” hasta el día 28-30 de

diferenciación.

El día del experimento, las células se lavaron con PBS y se fijaron con formalina al 10% 

durante 20 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavaron y se incubaron en 

“Solución de bloqueo” durante al menos media hora. Los anticuerpos primarios, a sus diluciones 

correspondientes (Tabla 6), se incubaron toda la noche a 4ºC. Se lavaron las células y los 

anticuerpos secundarios (Tabla 7) se incubaron durante 2 horas a 37ºC y media hora a temperatura 

ambiente. Se lavaron las células y se llevó a cabo la tinción nuclear con DAPI o Hoechst siguiendo 

las instrucciones del fabricante. 

Las imágenes fueron tomadas en un microscopio confocal LSM710 acoplado a un microscopio 

invertido AxioObserver (Zeiss) o en un microscopio invertido Axiovert200 (Zeiss) acoplado a una 

cámara sCMOS monocroma.  
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Se usaron como controles de compensación: un control con las células sin tratar, controles de 

los anticuerpos secundarios para tener en cuenta su inespecificidad y, en caso necesario, controles 

de cada uno de los fluoróforos por separado para evitar el cruce de canales. 

2.9| Evaluación propiedades electrofisiológicas iNs 

Para el análisis de las propiedades electrofisiológicas de las iNs generadas se utilizaron 

cocultivos de 4 semanas de diferenciación. Para ello se utilizó la técnica de whole-cell patch clamp 

en dos grupos:  iNs Control cocultivadas con iAs Control y iNs PCCA cocultivadas con iAs PCCA.  

En los días 7-9 de la diferenciación los iAs y iNs se levantaron con Accutase™ y se plaquearon 

50.000 iAs y 100.000 iNs sobre cubreobjetos previamente recubiertos de PDL/laminina en una 

placa p12. La mitad del medio se cambió cada 2-3 días por una mezcla de “Medio 2 iNs” y “Medio 

3 iAs”. 

Para la realización de las mediciones se utilizó un EPC 10 USB Patch Clamp Amplifier (Heka) 

utilizando PatchMaster (Heka) para la adquisición de datos. Durante el análisis las muestras fueron 

continuamente perfundidas con “Solución extracelular” carbonatada a 34ºC. Para la medición de 

corrientes postsináticas (PSCs) se utilizó una “Solución intracelular” rica en cesio y un voltaje 

fijado a -70 mV. Para el aislamiento de las PSCs GABAérgicas esta solución fue suplementada con 

los antagonistas de los receptores NMDA y AMPA, APV (50 µM) y NBQX (5 µM), 

respectivamente. Además, se añadió el antagonista de receptores GABA, PTX (100 µM), para 

inhibir las corrientes mediadas por GABA. El análisis de los datos fue llevado a cabo mediante los 

programas FitMaster, IgorPro y NeuroMatic.  

2.10| Evaluación tasa consumo oxígeno 

2.10.1. Tasa consumo oxígeno en iCMs 

Para el análisis de la tasa de consumo de oxígeno (OCR) en los iCMs se utilizó el sistema 

Seahorse XF24 Extracellular Flux Analyzer (Agilent). 3 días antes del experimento, se plaquearon 

60.000 iCMs en unas placas específicas Seahorse XF24 Cell Culture Microplates recubiertas de 

Matrigel® en un volumen total de 100 µl en “Medio 3 iCMs”. Una hora después, se añadió 150 µl 

más de medio sobre cada pocillo. Tras 48 horas, se cambió el medio por 250 µl de “Medio SH 

Glucosa” o “Medio SH Galactosa” y se hidrató la placa de calibrado con Seahorse XF Calibrant 

Solution durante toda la noche a 37ºC. Una hora antes del experimento se cambió el medio por 700 

µl de Seahorse XF Base Medium junto con piruvato de sodio 1 mM y glucosa o galactosa 5,5 mM 

según correspondiese.  
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Tras medir el consumo de oxígeno basal, se inyectaron secuencialmente 50 µl de oligomicina, 

FCCP, rotenona y antimicina A a unas concentraciones finales de 2 µM, 1,5 µM, 2 µM y 2 µM, 

respectivamente. 

Para la normalización de los datos se cuantificó la cantidad de proteína en cada pocillo lisando 

las células en la misma placa mediante la incubación con “Tampón de lisis de (células)” durante 30 

minutos a 4ºC en agitación y, posteriormente, se cuantificó por el método de Bradford. 

2.10.2. Tasa consumo de oxígeno en iAs y iNs 

Para el análisis de la OCR en los iAs y iNs se utilizó el sistema Seahorse XF96e Extracellular 

Flux Analyzer (Agilent). 10 días antes del experimento, se plaquearon 20.000 iAs y 70.000 iNs en 

unas placas específicas Seahorse XF96 Cell Culture Microplates recubiertas de Matrigel® en un 

volumen de 100 µl de “Medio 3 iAs” o “Medio 2 iNs” según correspondiese. Se mantuvieron en 

cultivo cambiando el medio cada 2-3 días. Una hora antes del experimento, se cambió el medio por 

200 µl del “Medio SH iAs y iNs”.  

Tras medir el consumo de oxígeno basal, se inyectaron secuencialmente 25 µl de oligomicina, 

FCCP, rotenona y antimicina A a unas concentraciones finales de 4 µM, 1 µM, 1 µM y 40 µM, 

respectivamente. 

Para la normalización de los datos se cuantificó el número de células de cada pocillo mediante 

la tinción del núcleo, para lo cual las células fueron fijadas con formalina al 10% e incubadas con 

Hoechst.  

2.11| Cuantificación de propionilcarnitina 

La cuantificación de los niveles de propinilcarnitina en los iCMs se realizó mediante la técnica 

de espectrometría de masas en tándem con isótopos estables como ésteres de butilo. Para la 

preparación de las muestras se recogió 1 ml de medio de cultivo de los iCMs en día 30 de la 

diferenciación y se adicionó una mezcla de acilcarnitinas deuteradas de concentración conocida. 

Las proteínas se precipitaron con 500 µl de acetonitrilo y el sobrenadante se evaporó por corriente 

de nitrógeno. Al extracto seco se le añadió 50 µl de butanol/HCl y se calentó 30 minutos a 60ºC 

para la formación de los ésteres de butilo.  

Los extractos se analizaron en un espectrómetro de tripe cuadrupolo API 2000 QTRAP (AB 

Sciex) acoplado a un HPLC 1100 (Agilent). Las acilcarnitinas se cuantificaron con el software 

Chemoview, a partir de las intensidades de sus estándares deuterados. El análisis de estas 

preparaciones se llevó a cabo en el Centro de Diagnóstico de Enfermedades Moleculares (España, 

Madrid). 
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2.12| Análisis estadístico 

Todos los valores mostrados son valores promedio de n experimentos que se han llevado a cabo 

de forma independiente y con distintas muestras biológicas. La significancia estadística de las 

diferencias entre los grupos analizados se analizó mediante una prueba t de Student de dos colas o 

ANOVA seguida de la correspondiente prueba post hoc (Tukey HSD o Games Howell post hoc 

test) realizadas mediante el programa IBM SPSS Statistics v25. Las diferencias se consideraron 

significativas en función de los p-valores obtenidos: *<0,05, **<0,01 y ***<0,001. 

(Yang, W. et al., 2019) 
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Resultados

1. Estudio in vivo de vías que contribuyen a la fisiopatología

de la AP 

Estudios previos realizados por nuestro laboratorio y por otros investigadores, tanto en muestras 

de pacientes como en el modelo murino hipomorfo de AP PCCA-/-(A138T), sugieren que hay una 

disfunción mitocondrial secundaria y una alteración de la homeostasis redox que contribuyen a la 

fisiopatología de la AP (Wongkittichote et al., 2017, Richard et al., 2018, Haijes et al., 2019a). En 

este trabajo, para completar la caracterización del modelo murino hipomorfo, se decidió analizar la 

biogénesis mitocondrial y estudiar algunos marcadores de muerte celular, así como seguir 

profundizando en el análisis de la homeostasis redox. Este estudio se ha centrado principalmente en 

cerebro y corazón por ser los tejidos más relevantes en la enfermedad y con más gasto energético y, 

en algunos casos, también se realizó en hígado por ser el tejido con mayor expresión de PCC. 

1.1| Evaluación de la biogénesis mitocondrial 

La depleción de mtDNA y la deficiencia en complejos de la CTE observados previamente en el 

modelo murino de AP (Gallego-Villar et al., 2016) podrían ser debidos a una alteración de la 

biogénesis mitocondrial. Para evaluar esta hipótesis se analizaron los niveles de mRNA de varios 

genes implicados en este proceso como son los reguladores principales de esta vía, PGC-1α 

(Ppargc1a) y PGC-1β (Ppargc1b), y otros factores implicados en esta ruta como PPAR-α (Ppara), 

PPAR-β/δ (Ppard), PPAR-γ (Pparg), TFAM (Tfam), ERR-α (Esrra) y NRF1 (Nrf1) (Gureev et al., 

2019). El estudio se llevó a cabo en cerebro, corazón e hígado de ratones wild-type y PCCA-/-(A138T) 

de 5 y 10 meses de edad. 

 Modelo murino de AP 
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El análisis de la expresión de estos genes en el cerebro de ratones de 5 meses de edad no mostró 

diferencias en la mayoría de los genes analizados, exceptuando Ppara y Nrf1, que mostraron una 

disminución significativa en su expresión en los ratones PCCA-/-(A138T) en relación a los wild-type 

(Figura 7A). En el corazón, se observó un aumento de la expresión de Ppargc1a y una disminución 

de Ppard (Figura 7B), mientras que en el hígado se detectó un aumento significativo de la expresión 

en varios de los factores analizados (Ppargc1a, Ppard, Pparg y Tfam) en el modelo murino 

hipomorfo de AP en comparación con el wild-type (Figura 7C).  

Figura 7. Análisis de la expresión de marcadores de la biogénesis mitocondrial en ratones de 5 meses de 

edad. Análisis de la expresión mediante qRT-PCR de Ppargc1a, Ppargc1b, Ppara, Ppard, Pparg, Tfam, Esrra y 

Nrf1 en cerebro (panel A), corazón (panel B) e hígado (panel C) de ratones wild-type (n=5) y PCCA-/-(A138T) 

(n=5) de 5 meses de edad. El histograma representa el promedio y la desviación estándar de la expresión relativa 

de cada factor respecto a la de Gapdh. Análisis estadístico t de Student (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). 
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El análisis en ratones de 10 meses de edad mostró que en el cerebro se mantuvo la disminución 

de la expresión de Ppara en los ratones PCCA-/-(A138T) en relación a los wild-type (Figura 8A). En 

el corazón se observó una disminución de la expresión de varios de estos factores (Ppara, Ppard, 

Pparg y Nrf1) (Figura 8B), mientras que en el hígado se mantuvo el aumento de la expresión de 

Pparg y se observó una disminución de Ppard en el modelo murino hipomorfo de AP en 

comparación con el wild-type (Figura 8C). 
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Figura 8. Análisis de la expresión de marcadores de la biogénesis mitocondrial en ratones de 10 meses de 

edad. Análisis de la expresión mediante qRT-PCR de Ppargc1a, Ppargc1b, Ppara, Ppard, Pparg, Tfam, Esrra y 

Nrf1 en cerebro (panel A), corazón (panel B) e hígado (panel C) de ratones wild-type (n=5) y PCCA-/-(A138T) 

(n=5) de 10 meses de edad. El histograma representa el promedio y la desviación estándar de la expresión relativa 

de cada factor respecto a la de Gapdh. Análisis estadístico t de Student (*p<0,05, **p<0,01). 
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1.2| Evaluación de la homeostasis redox 

En la AP, se postula que la acumulación de metabolitos tóxicos produce una inhibición de la 

fosforilación oxidativa, lo cual genera un aumento de la producción de ROS y del daño oxidativo a 

biomoléculas, que contribuye a la disfunción mitocondrial (Haijes et al., 2019a). Con el fin de 

obtener una mayor comprensión de la alteración de la homeostasis redox que se produce en el modelo 

murino de AP se han analizado los niveles de algunas enzimas antioxidantes y se ha evaluado el daño 

oxidativo a proteínas. 

1.2.1. Análisis de los niveles de enzimas antioxidantes 

Un desbalance en la homeostasis redox puede ser debido al aumento de la producción de ROS o 

a una alteración de los niveles de enzimas antioxidantes, que son las encargadas de su detoxificación 

(Peoples et al., 2019). Para completar el estudio sobre los niveles de enzimas antioxidantes realizados 

previamente en algunos tejidos del modelo murino de AP a distintas edades, en este trabajo se planteó 

el estudio de los niveles de las enzimas antioxidantes GPx1, MnSOD y CAT en ratones wild-type y 

PCCA-/-(A138T) de 5 y 10 meses de edad.  

El análisis de los niveles de las enzimas MnSOD y CAT en el corazón de ratones de 5 meses de 

edad no reveló diferencias significativas entre los dos modelos murinos (Figura 9A). El análisis de 

los niveles de la enzima GPx1 en el hígado de ratones de 10 meses de edad reveló una disminución 

de los niveles de esta proteína en los ratones PCCA-/-(A138T) respecto a los wild-type (Figura 9B).  

Figura 9. Análisis de los niveles de enzimas antioxidantes. Western Blot representativo para la detección de 

MnSOD y CAT en el corazón de ratones wild-type (n=8) y PCCA-/-(A138T) (n=10) de 5 meses de edad (panel 

A) y GPx1 en el hígado de ratones wild-type (n=6) y PCCA-/-(A138T) (n=6) de 10 meses de edad (panel B). El

histograma representa el promedio y la desviación estándar de la intensidad relativa de cada banda respecto a la

de GAPDH. Análisis estadístico t de Student (*p<0,05). Los experimentos fueron repetidos, al menos, dos veces

más con similares resultados.
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1.2.2. Análisis del daño oxidativo a proteínas 

El aumento del estrés oxidativo detectado en el modelo murino de AP podría contribuir a la 

oxidación de biomoléculas, como las proteínas, produciendo la carbonilación de las mismas 

(Nissanka y Moraes, 2018). En este proceso, las cadenas laterales de distintos aminoácidos, 

especialmente lisina, arginina, prolina y treonina, son oxidadas en forma de cetonas y aldehídos que 

pueden reaccionar con la DNPH para formar unos complejos proteicos que pueden ser detectados 

mediante la técnica de Western Blot (Wehr y Levine, 2013).   

Utilizando el método descrito anteriormente se realizó la inmunodetección de dichos productos 

derivatizados por DNPH como medida de la carbonilación de proteínas en el cerebro y corazón de 

ratones wild-type y PCCA-/-(A138T) de 10 meses de edad. Como puede observarse en la Figura 10 

el análisis mostró que no había diferencias significativas en el contenido total de proteínas 

carboniladas en los tejidos analizados entre los ratones hipomorfos y los wild-type. 

1.3| Evaluación de parámetros relacionados con la muerte celular 

La alteración de la homeostasis redox y la disfunción mitocondrial son dos parámetros 

interrelacionados que pueden activar procesos de muerte celular como apoptosis o necrosis 

(Gudipaty et al., 2018). Para analizar los mecanismos de muerte celular que podrían estar alterados 

en la AP se ha estudiado el nivel de algunas caspasas y de la CypD en el modelo murino de AP. 

Datos previos del laboratorio han mostrado una disminución del nivel de caspasas en el corazón 

del modelo hipomorfo de AP lo que sugiere una reducción del proceso de apoptosis. Por ello, en este 

trabajo se propuso el estudio del nivel de la caspasa iniciadora Casp3 y la ejecutora Casp9 en el 

cerebro de ratones wild-type y PCCA-/-(A138T) de 5 meses de edad. Los resultados mostraron que 

Figura 10. Análisis del daño oxidativo a proteínas. Western Blot representativo para la detección de proteínas 

carboniladas en el cerebro y corazón de ratones wild-type (n=5) y PCCA-/-(A138T) (n=5) de 10 meses de edad. El 

histograma representa el promedio y la desviación estándar de la intensidad relativa de cada carril respecto a la de 

GAPDH. Análisis estadístico t de Student. Los experimentos fueron repetidos, al menos, dos veces más con 

similares resultados. 
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no hay diferencias significativas en los niveles de Casp9 ni de sus formas procesadas (Casp9 p39 y 

Casp9 p37) ni de Casp3 entre ambos grupos. (Figura 11). 

Debido al papel de la CypD en la regulación de la apertura del MPTP y en la iniciación de 

procesos de muerte celular (Porter y Beutner, 2018) se decidieron analizar sus niveles en ratones 

wild-type y PCCA-/-(A138T) de 5 y 10 meses de edad. En ratones de 5 meses de edad, los resultados 

mostraron una disminución significativa en los niveles de CypD en cerebro y corazón de los ratones 

PCCA-/-(A138T) frente a los wild-type, mientras que en el hígado se observó un aumento significativo 

de esta proteína (Figura 12A). En ratones de 10 meses de edad se mantuvo el mismo patrón que a 

los 5 meses en todos los tejidos analizados (Figura 12B). 
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Figura 11. Análisis de los niveles de las caspasas Casp9 y Casp3. Western Blot representativo para la detección 

de Casp9 y sus formas procesadas y Casp3 en el cerebro de ratones wild-type (n=8) y PCCA-/-(A138T) (n=10) de 

5 meses de edad. El histograma representa el promedio y la desviación estándar de la intensidad relativa de cada 

banda respecto a la de GAPDH. Análisis estadístico t de Student. Los experimentos fueron repetidos, al menos, dos 

veces más con similares resultados. 
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Figura 12. Análisis de los niveles del marcador de muerte celular CypD. Western Blot representativo para la 

detección de CypD en el cerebro, corazón e hígado de ratones wild-type (n=4) y PCCA-/-(A138T) (n=5) de 5 meses 

de edad (panel A) y ratones wild-type (n=4) y PCCA-/-(A138T) (n=4) de 10 meses de edad (panel B). El histograma 

representa el promedio y la desviación estándar de la intensidad relativa de cada banda respecto a la de GAPDH. 

Análisis estadístico t de Student (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). Los experimentos fueron repetidos, al menos, 

dos veces más con similares resultados. 
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2. Estudio in vivo del proceso de autofagia y evaluación del

efecto del tratamiento con rapamicina

La autofagia es un mecanismo fisiológico que permite la degradación intracelular del contenido 

citoplásmico. Se trata de un proceso fundamental del remodelado cardíaco y su regulación está 

estrechamente relacionada con la correcta función cardíaca por lo que diversas patologías cursan con 

una alteración de este proceso (Sciarretta et al., 2018a). Por todo ello, se decidió evaluar el proceso 

de la autofagia y sus vías de señalización, así como los miRNAs implicados en su regulación, en el 

tejido cardíaco del modelo murino de AP. Además, se evaluó el efecto del tratamiento con 

rapamicina, un conocido activador del proceso de autofagia. 

2.1| Evaluación del proceso de autofagia 

Para comprobar la implicación de la autofagia en el desarrollo de la patología cardíaca asociada 

a la AP se analizó el nivel de expresión de varias proteínas implicadas en este proceso, como son 

LC3B, LAMP1 y p62. La proteína LC3BI, en el proceso final de maduración del autofagosoma, 

forma un conjugado lipoilado llamado LC3BII y es la ratio LC3BII/I lo que se utiliza como un buen 

indicador del proceso autofágico. También pueden utilizarse otros marcadores como LAMP1, que 

es una proteína estructural que forma parte de la membrana de los lisosomas, y p62, que reconoce 

proteínas ubiquitinadas y las transporta hacia el autofagosoma con lo que se degrada durante la 

autofagia (Saha et al., 2018). Como se observa en la Figura 13 el análisis de estas proteínas en el 

corazón de ratones de 5 meses de edad mostró una disminución de los niveles de LAMP1 y un 

aumento de p62 en ratones PCCA-/-(A138T) frente a los wild-type, lo cual sugiere una disminución 

de la autofagia. La ratio LC3BII/I no mostró diferencias significativas.  

Figura 13. Análisis de los niveles de proteínas implicadas en la autofagia. Western Blot representativo para la 

detección de LAMP1, p62 y LC3BII/I en el corazón de ratones wild-type (n=8) y PCCA-/-(A138T) (n=10) de 5 

meses de edad. El histograma representa el promedio y la desviación estándar de la intensidad relativa de cada 

banda respecto a la de GAPDH. Análisis estadístico t de Student (*p<0,05, **p<0,01). Los experimentos fueron 

repetidos, al menos, dos veces más con similares resultados. 
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Tras comprobar que el proceso de la autofagia estaba alterado en el modelo murino hipomorfo de 

AP se procedió a la evaluación de una de las rutas de señalización que participa en su regulación, 

como es la vía de mTORC1, que tiene un efecto negativo sobre la activación de la autofagia 

(Tamargo-Gomez y Marino, 2018). Además, esta ruta está directamente relacionada con el 

remodelado cardíaco durante el desarrollo de cardiomiopatías ya que es la encargada de la activación 

de la biogénesis ribosomal y la síntesis de proteínas (Sciarretta et al., 2018b). Para evaluar el estado 

de esta ruta se analizó el nivel de activación por fosforilación de varias proteínas en el corazón de 

ratones wild-type y PCCA-/-(A138T) de 5 meses de edad. 

Los resultados mostraron un aumento significativo de la ratio entre la forma fosforilada y la total 

de las proteínas S6K y S6 en ratones PCCA-/-(A138T) respecto a los wild-type (Figura 14A). Por 

otro lado, la proteína 4EBP1 no mostró diferencias significativas (Figura 14B). 

2.2| Análisis de la expresión de la familia miR-199 

Estudios previos en el modelo murino de AP han mostrado una desregulación de varios miRNAs 

en los distintos tejidos analizados (Rivera-Barahona et al., 2017b). En el caso de las patologías 
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Figura 14. Análisis de los niveles de proteínas implicadas en la ruta de mTORC1. Western Blot representativo 

para la detección de las formas fosforiladas y totales de las proteínas S6K y S6 (panel A) y 4EBP1 (panel B) en el 

corazón de ratones wild-type (n=8) y PCCA-/-(A138T) (n=10) de 5 meses de edad. El histograma representa el 

promedio y la desviación estándar de la intensidad relativa de cada banda respecto a la de GAPDH. Análisis 

estadístico t de Student (*p<0,05, ***p<0,001). Los experimentos fueron repetidos, al menos, dos veces más con 

similares resultados. 
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cardíacas, se ha estudiado en detalle la implicación que tienen las alteraciones de la expresión de 

miRNAs sobre la función cardíaca (Wojciechowska et al., 2017). Uno de estos miRNAs es el miR-

199a-5p que aparece aumentado en modelos de fallo cardíaco ya que promueve la activación de 

mTORC1 (Li, Z. et al., 2017). Por ello, en este trabajo se ha querido comprobar si el aumento de la 

actividad de mTORC1 observado en el modelo murino de AP es debido, en parte, a la sobreexpresión 

de este miRNA analizando sus niveles en el corazón de ratones de 2, 5 y 10 meses de edad. 

Como puede observarse en la Figura 15 los resultados mostraron un patrón diferente de expresión 

del miR-199a-5p en el tejido cardíaco a distintas edades, siendo en ratones de 5 meses de edad donde 

se observó un aumento de hasta 14 veces en los ratones PCCA-/-(A138T) respecto a los wild-type.  

Para completar el estudio sobre la familia del miR-199 se evaluó la expresión del miR-199b-5p, 

importante también en el remodelado cardíaco (Duygu et al., 2017), en el corazón de ratones de 5 

meses, ya que a esta edad se había observado el mayor aumento del miR-199a-5p y de otros miRNAs 

específicos de corazón analizados en nuestro laboratorio. Como puede observarse en la Figura 16 la 

expresión del miRNA-199b-5p resultó aumentada hasta 17 veces en los ratones PCCA-/-(A138T) 

frente a los wild-type.  
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Figura 15. Análisis de la expresión del miR-199a-5p. Análisis de la expresión mediante qRT-PCR del miR-

199a-5p en el corazón de ratones wild-type (n=5) y PCCA-/-(A138T) (n=5) de 2, 5 y 10 meses de edad. El histograma 

representa el promedio y la desviación estándar de la expresión relativa respecto a la de U6 y miR-423-3p. Análisis 

estadístico t de Student (***p<0,001). 

Figura 16. Análisis de la expresión del miR-

199b-5p. Análisis de la expresión mediante qRT-

PCR del miR-199b-5p en el corazón de ratones 

wild-type (n=5) y PCCA-/-(A138T) (n=5) de 5 

meses de edad. El histograma representa el 

promedio y la desviación estándar de la expresión 

relativa respecto a la de U6 y miR-423-3p. Análisis 

estadístico t de Student (***p<0,001). 

(n=5) de 2, 5 y 10 meses de edad. El histograma

representa el promedio y la desviación estándar de

la expresión relativa respecto a la de U6 y miR-423-

3p. Análisis estadístico t de Student (***p<0,001).

86



Resultados 

2.3| Evaluación del efecto del tratamiento con rapamicina 

Estudios previos han demostrado que una inhibición parcial de mTORC1 mediante la rapamicina 

es un tratamiento eficaz para reducir la hipertrofia y la fibrosis y mejorar la función cardíaca en 

general (Sciarretta et al., 2018b). Por este motivo, se decidió investigar si el tratamiento con este 

compuesto podría utilizarse in vivo como terapia adyuvante en la AP con el fin de revertir algunas 

de las alteraciones observadas en el corazón del modelo murino de la enfermedad. Para el estudio se 

dividieron aleatoriamente ratones wild-type y PCCA-/-(A138T) de 5 meses de edad en dos grupos: 

sin tratar y tratados con rapamicina durante 7 días, siguiendo un protocolo descrito previamente 

(McMullen et al., 2004). Su efecto fue evaluado mediante el análisis de los niveles de proteínas 

implicadas en la autofagia y en la vía de mTORC1 y de la expresión de marcadores de daño cardíaco. 

2.3.1. Análisis de los niveles de proteínas implicadas en autofagia y en la 

vía de mTORC1 

La evaluación de la autofagia se llevó a cabo mediante el análisis de los niveles de las proteínas 

LAMP1, p62 y LC3B en el corazón de ratones wild-type y PCCA-/-(A138T) sin tratar y tratados con 

rapamicina. El tratamiento con rapamicina produjo un aumento de LAMP1 y una disminución de 

p62 significativos tanto en los ratones wild-type como en los PCCA-/-(A138T), reflejo de que el 

tratamiento fue efectivo produciendo un aumento del proceso de autofagia (Figura 17).  
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La evaluación del nivel de activación de la ruta de mTORC1 se llevó a cabo mediante el análisis 

de los niveles de las formas fosforiladas y totales de S6K, S6 y 4EBP1 en el corazón de ratones wild-

type y PCCA-/-(A138T) sin tratar y tratados con rapamicina. Los resultados mostraron que el 

tratamiento con rapamicina produjo una disminución significativa de los niveles de la forma 

fosforilada de S6K en los ratones PCCA-/-(A138T). Además, se detectó una disminución tanto de la 

forma fosforilada como de la ratio de la fosforilada frente a la total de S6 tanto en los ratones wild-

type como los PCCA-/-(A138T) tratados con rapamicina (Figura 18A). Por otro lado, en la Figura 

18B podemos observar que los ratones wild-type tratados presentan un aumento de la forma 

fosforilada de 4EBP1 frente a los sin tratar mientras que los ratones PCCA-/-(A138T) presentan un 

aumento tanto de la forma fosforilada como de la ratio de la fosforilada frente a la total respecto a 

los no tratados. En conjunto, todos los resultados indican que el tratamiento con rapamicina fue 

efectivo en la inhibición de la vía de mTORC1. 
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Figura 17. Efecto del tratamiento de la rapamicina sobre los niveles de proteínas implicadas en la autofagia. 

Western Blot representativo para la detección de LAMP1, p62 y LC3BII/I en el corazón de ratones sin tratar [ST, 

wild-type (n=8) y PCCA-/-(A138T) (n=8)] y tratados con rapamicina [wild-type (n=10) y PCCA-/-(A138T) (n=10)] 

de 5 meses de edad. El histograma representa el promedio y la desviación estándar de la intensidad relativa de cada 

banda respecto a la de GAPDH. Análisis estadístico t de Student (*p<0,05, ***p<0,001). Los experimentos fueron 

repetidos, al menos, dos veces más con similares resultados. 
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2.3.2. Análisis de la expresión de marcadores de daño cardíaco 

Estudios previos de nuestro laboratorio revelaron la presencia de marcadores de daño cardíaco en 

el corazón del modelo murino de AP. Por ello, para comprobar el efecto del tratamiento con 

rapamicina en un nivel más fisiológico, se analizó la expresión de los marcadores Nppa, Myh7 y de 

la isoforma α la de cadena pesada de la miosina (α-MHC; Myh6) en el corazón de ratones de 5 meses 

de edad tratados y sin tratar.  

En concordancia con lo observado en otros estudios, los ratones PCCA-/-(A138T) mostraron un 

aumento significativo de la expresión de los genes Nppb y Myh7 y una disminución de Myh6 frente 

a los wild-type, lo que indica presencia de daño cardíaco (Shih et al., 2015). El tratamiento de 

rapamicina pudo revertir esta situación provocando una disminución significativa de la expresión de 

Nppb y Myh7 y un aumento de Myh6 en los ratones hipomorfos tratados frente a los sin tratar (Figura 

19). 
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Figura 18. Efecto del tratamiento de la rapamicina sobre los niveles de proteínas implicados en la vía de 

mTORC1. Western Blot representativo para la detección de las formas fosforiladas y totales de S6K y S6 (panel 

A) y 4EBP1 (panel B) en el corazón de ratones sin tratar [ST, wild-type (n=8) y PCCA-/-(A138T) (n=8)] y tratados

con rapamicina [wild-type (n=10) y PCCA-/-(A138T) (n=10)] de 5 meses de edad. El histograma representa el

promedio y la desviación estándar de la intensidad relativa de cada banda respecto a la de GAPDH. Análisis

estadístico t de Student (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). Los experimentos fueron repetidos, al menos, dos veces

más con similares resultados.
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Figura 19. Efecto del tratamiento de la rapamicina sobre el nivel de expresión de marcadores de daño 

cardíaco. Análisis de la expresión mediante qRT-PCR de los marcadores de hipertrofia Nppb, Myh7 y Myh6 en 

corazón de ratones sin tratar [ST, wild-type (n=4) y PCCA-/-(A138T) (n=4)] y tratados con rapamicina [wild-type 

(n=4) y PCCA-/-(A138T) (n=4)] de 5 meses de edad. El histograma representa el promedio y la desviación estándar 

de la expresión relativa de cada factor respecto a la de Gapdh. Análisis estadístico ANOVA (*p<0,05, **p<0,01). 
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3. Estudio in vivo del efecto de una dieta rica en BCAA y

treonina

El modelo murino utilizado en este trabajo consiste en un modelo hipomorfo que retiene un 2,2% 

de actividad PCC, presentando una afectación bioquímica y clínica moderadas, lo cual le permite 

sobrevivir hasta la edad adulta (Guenzel et al., 2013). Como se ha mencionado anteriormente, la PCC 

es una enzima que participa, entre otros procesos, en el metabolismo de los BCAA isoleucina y 

valina, metionina y treonina (Wongkittichote et al., 2017). Con objeto de generar un modelo más 

severo de la enfermedad se evaluó el efecto de una dieta rica en BCAA y treonina en el modelo 

murino hipomorfo de AP. Para el estudio, se seleccionaron aleatoriamente ratones wild-type y PCCA-

/-(A138T) de 1 mes de edad y se les mantuvo con esta dieta hasta los 5 meses de edad. Para comprobar 

su efecto se hizo una evaluación de la homeostasis redox analizando los niveles de proteínas 

antioxidantes y el daño oxidativo a proteínas y DNA y, además, se analizaron los niveles de los 

complejos de la CTE en corazón e hígado. 

3.1| Evaluación de la homeostasis redox 

El efecto de la dieta rica en BCAA y treonina sobre las enzimas antioxidantes se comprobó 

mediante el análisis de los niveles de las proteínas GPx1, MnSOD y CAT en ratones wild-type y 

PCCA-/-(A138T) de 5 meses de edad. En el corazón no se observaron diferencias en los niveles de 

GPx1 y MnSOD entre los ratones wild-type y los PCCA-/-(A138T) (Figura 20A). En el hígado se 

observó un aumento significativo en los niveles de MnSOD en los ratones PCCA-/-(A138T) frente a 

los wild-type, mientras que no se observaron diferencias en los niveles de GPx1 y CAT entre ambos 

grupos (Figura 20B). 
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Resultados 

Para comprobar el efecto de la dieta rica en BCAA y treonina sobre el aumento del daño oxidativo 

en proteínas y DNA se analizaron los niveles de proteínas carboniladas y de la enzima 8-oxoguanina 

DNA glicosilasa (OGG1) en ratones wild-type y PCCA-/-(A138T) de 5 meses de edad. La OGG1 se 

induce en presencia de modificaciones en el DNA producidas por aumento del estrés oxidativo ya 

que es la encargada de su reparación, con lo que sus niveles son indicadores de la presencia de daño 

oxidativo a DNA (Sampath y Lloyd, 2019).  

En el corazón, se observó una disminución significativa en los niveles de OGG1 en los ratones 

PCCA-/-(A138T) frente a los wild-type, mientras que el nivel de proteínas carboniladas permaneció 

constante (Figura 21A). Por el contrario, como puede observarse en la Figura 21B, en el hígado se 

observó un aumento significativo de los niveles de OGG1 en los ratones PCCA-/-(A138T) frente a 

los wild-type, mientras que en el nivel de proteínas carboniladas no se detectaron cambios.  
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Figura 20. Efecto de la dieta rica en BCAA y treonina sobre los niveles de enzimas antioxidantes. Western 

Blot representativo para la detección de GPx1 y MnSOD en el corazón de ratones wild-type (n=9) y PCCA-/-(A138T) 

(n=8) de 5 meses de edad tratados con esta dieta (panel A) y GPx1, MnSOD y CAT en el hígado de ratones wild-

type (n=8) y PCCA-/-(A138T) (n=10) de 5 meses de edad tratados con esta dieta (panel B). El histograma representa 

el promedio y la desviación estándar de la intensidad relativa de cada banda respecto a la de GAPDH. Análisis 

estadístico t de Student (*p<0,05). Los experimentos fueron repetidos, al menos, dos veces más con similares 

resultados. 
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3.2| Análisis de los niveles de proteínas de los complejos de la CTE 

Estudios previos han descrito una disminución en los niveles y la actividad de los complejos de 

la CTE en muestras de pacientes AP (Schwab et al., 2006, de Keyzer et al., 2009) y en el modelo 

murino de AP (Gallego-Villar et al., 2016). Con el fin de evaluar el efecto de esta dieta rica en BCAA 

y treonina sobre la fosforilación oxidativa se analizó el nivel de proteínas que forman parte de los 

complejos de la CTE en ratones wild-type y PCCA-/-(A138T) de 5 meses de edad.  

Los resultados mostraron que en el corazón no había diferencias significativas en el nivel de 

ninguna de las proteínas de los complejos entre los ratones PCCA-/-(A138T) y wild-type (Figura 

22A). En el hígado se observó un aumento significativo de las proteínas NDUFB8 y SDHB, que 

forman parte de los complejos CI y CII de la CTE, respectivamente, en los ratones PCCA-/-(A138T) 

en comparación con los wild-type (Figura 22B). 

B Hígado

Wild-type Pcca-/-(A138T)

GAPDH38-

OGG1

GAPDH

39-

38-

kDa

P
ro

te
ín

as
 

ca
rb

o
n

ila
d

as

0

2

4

6

8

10

Proteínas Carboniladas OGG1

C
an

ti
d

ad
 r

el
at

iv
a 

p
ro

te
ín

a

Wild-type Pcca-/-(A138T)

***

A Corazón

Wild-type Pcca-/-(A138T)
kDa

GAPDH

CV
CIII
CIV
CII

CI

55-
48-

40-
30-

20-

38- 0

0,5

1

1,5

2

CI CII CIII CIV CV

C
an

ti
d

ad
 r

el
at

iv
a 

p
ro

te
ín

a Wild-type Pcca-/-(A138T)

Figura 21. Efecto de la dieta rica en BCAA y treonina sobre el daño oxidativo a proteínas y DNA. Western 

Blot representativo para la detección de proteínas carboniladas y OGG1 en el corazón de ratones wild-type (n=9) y 

PCCA-/-(A138T) (n=8) de 5 meses de edad tratados con esta dieta (panel A) y en el hígado de ratones wild-type 

(n=8) y PCCA-/-(A138T) (n=10) de 5 meses de edad tratados con esta dieta (panel B). El histograma representa el 

promedio y la desviación estándar de la intensidad relativa de cada banda respecto a la de GAPDH. Análisis 

estadístico t de Student (***p<0,001). Los experimentos fueron repetidos, al menos, dos veces más con similares 

resultados. 

93



Resultados 

(Li, P. A. et al., 2017, Haijes et al., 2019b) 
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Figura 22. Efecto de la dieta rica en BCAA y treonina sobre los niveles de proteínas de los complejos de la 

CTE. Western Blot representativo para la detección de proteínas de los complejos de la CTE CI (NDUFB8), CII 

(SDHB), CIII (UQCRC2), CIV (MTCO1) y CV (ATP5A) en el corazón de ratones wild-type (n=9) y PCCA-/-

(A138T) (n=8) de 5 meses de edad tratados con esta dieta (panel A) y en el hígado de ratones wild-type (n=8) y 

PCCA-/-(A138T) (n=10) de 5 meses de edad tratados con esta dieta (panel B). El histograma representa el promedio 

y la desviación estándar de la intensidad relativa de cada banda respecto a la de GAPDH. Análisis estadístico t de 

Student (*p<0,05, ***p<0,001). Los experimentos fueron repetidos, al menos, dos veces más con similares 

resultados. 
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1. Generación de nuevos modelos celulares basados en la

reprogramación de fibroblastos a iPSCs 

Para una mejor caracterización de las vías implicadas en el desarrollo de la AP y la búsqueda de 

nuevos tratamientos es necesaria la obtención de nuevos modelos de enfermedad que reproduzcan 

fielmente los síntomas bioquímicos y clínicos de la AP. Hasta el momento, los modelos celulares 

empleados han sido fibroblastos de pacientes, pero tienen ciertas limitaciones, lo cual pone de 

manifiesto la necesidad de desarrollar nuevos modelos celulares humanos de enfermedad. Las células 

somáticas adultas humanas se han reprogramado con éxito, utilizando varias tecnologías, a células 

iPSCs que poseen características similares a las de las células madre embrionarias y que, 

posteriormente, pueden ser diferenciadas a cualquier tipo celular (Doss y Sachinidis, 2019). Por ello, 

en este trabajo se han reprogramado fibroblastos de un paciente con mutaciones en el gen PCCA y 

otro con mutaciones en el gen PCCB a iPSCs para generar dos nuevos modelos celulares de esta 

patología. 

1.1| Reprogramación de fibroblastos PCCA a iPSCs 

Fibroblastos de un paciente AP con dos mutaciones en heterocigosis en el gen PCCA, previamente 

caracterizadas (Desviat et al., 2009), y con una presentación moderada de la enfermedad (Tabla 11) 

se reprogramaron a iPSCs para generar una línea celular denominada a partir de ahora iPSCs PCCA. 

Tabla 11. Información sobre el paciente PCCA seleccionado 

Genotipo Fenotipo bioquímico Tratamiento Fenotipo clínico 

Alelo 1: 

c.1899+4_1899+7delAGTA

p.(Cys616_Val633del)

Aumento de lisina, glicina, 

metilcarnitina y 

propionilcarnitina y 

disminución de carnitina. 

Actividad PCC del 8% 

Tratamiento 

dietético y 

suplementación 

con carnitina 

Retraso en el 

desarrollo, hipotonía, 

infecciones 

recurrentes y 

pancreatitis crónica 

Alelo 2: 

c.1430_1643del

p.(Gly477Glufs*9) 

 Modelos celulares de AP 
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La reprogramación se llevó a cabo utilizando un método de reprogramación no integrativo basado 

en el uso del virus Sendai que codifica los cuatro factores OSKM (Takahashi y Yamanaka, 2006). 

En la Figura 23 puede observarse un esquema del proceso llevado a cabo durante la reprogramación 

y una imagen de una colonia de iPSCs creciendo sobre feeders en la que se puede apreciar su 

morfología característica. 

1.2| Caracterización iPSCs PCCA 

La caracterización de las iPSCs PCCA generadas se llevó a cabo mediante diferentes pruebas y 

análisis para comprobar su estabilidad genética y genómica, la ausencia de los factores del virus 

Sendai y su pluripotencia, siguiendo protocolos ya descritos (Marti et al., 2013). 

1.2.1. Determinación de la estabilidad genética y genómica 

En primer lugar, se comprobó que las iPSCs mantenían las mismas mutaciones que los 

fibroblastos del paciente PCCA. Como puede observarse en la figura, las iPSCs PCCA presentan dos 

mutaciones en heterocigosis que coinciden con las descritas en los fibroblastos de este paciente 

(Desviat et al., 2009); en el alelo 1 se detectó una deleción de 4 nucleótidos en el exón 21 (Figura 

24A) y, en el alelo 2, una deleción completa de los exones 17 y 18 (Figura 24B) del gen PCCA. 

A B

-2 0 1 7 12

mTeSR1Fibroblastos iPSCs-FeedersMedio

Días

2-3 semanas

A

c.1899+4_1899+7delAGTA

Figura 23. Esquema representativo del proceso de reprogramación de iPSCs con el virus Sendai. Proceso 

esquemático de la reprogramación de fibroblastos para la generación de iPSCs especificando el cronograma y los 

medios de cultivo, que hacen referencia a los de la Tabla 5 (panel A). Imagen representativa de una colonia de 

iPSCs creciendo sobre feeders (panel B).  
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La estabilidad genómica se evaluó mediante el análisis del cariotipo de células con más de 20 

pases en cultivo. Como se muestra en la Figura 25 no se observaron alteraciones ni en el número 

ni en la estructura de los cromosomas, presentando un cariotipo normal (46, XX). Además, se llevó 

a cabo la a amplificación de determinados STRs y el determinante de sexo amelogenina en los 

fibroblastos y en las iPSCs del paciente y se comprobó que el patrón fue idéntico en ambas líneas 

(datos confidenciales no mostrables).  

1.2.2. Determinación de la eliminación del virus Sendai 

Para corroborar la ausencia del virus Sendai en las células reprogramadas se analizó si se mantenía 

la expresión del genoma del virus y de los factores de reprogramación en la línea de iPSCs PCCA 

mediante RT-PCR. Los resultados mostraron la ausencia de material exógeno de reprogramación 

después de 8 pases en cultivo en comparación con las células recién reprogramadas (Figura 26).  
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Figura 24. Identificación de las mutaciones del paciente en las iPSCs PCCA. Electroferograma de la 

secuenciación del exón 21 del gen PCCA en las iPSCs para la identificación de la mutación 

c.1899+4_1899+7delAGTA (panel A). Detección por la técnica de MLPA de la deleción de los exones 17 y 18

del gen PCCA en las iPSCs. Control: DNA de fibroblastos de un individuo sano (panel B).

Figura 25. Evaluación de la estabilidad 

genómica en las iPSCs PCCA. Cariotipo 

de las iPSCs con más de 20 pases de 

expansión; se trata de una imagen 

representativa del análisis de al menos 20 

metafases.  
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1.2.3. Determinación de la pluripotencia 

La evaluación de la pluripotencia de las iPSCs generadas se llevó a cabo utilizando diferentes 

métodos. En primer lugar, se confirmó la actividad fosfatasa alcalina placentaria en las iPSCs 

generadas utilizando un sustrato que torna las células a un color azulado en presencia de esta enzima 

(Figura 27).  

A continuación, se procedió a la evaluación de la expresión de marcadores de pluripotencia 

nucleares (OCT4, NANOG y SOX2) y de superficie (SSEA3, SSEA4, TRA-1-60 y TRA-1-81) por 

inmunofluorescencia. Como puede observarse en la Figura 28A las iPSCs mostraron expresión de 

todos los marcadores analizados. Para cuantificar el nivel de expresión de algunos de estos 

marcadores, se analizó la expresión de los marcadores de superficie TRA-1-81, TRA-1-60 y SSEA4 

mediante citometría de flujo. Los resultados mostraron un alto nivel de expresión (>98%) de todos 

los marcadores analizados en la línea de iPSCs PCCA (Figura 28B). 
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Figura 26. Comprobación de la eliminación del virus Sendai en las iPSCs PCCA. Análisis en gel de agarosa 

del cDNA del genoma del virus Sendai (SeV) y de los factores reprogramadores (KOS, KLF4 y c-MYC) en una 

muestra sin DNA como control negativo (C-), las iPSCs recién reprogramadas en pase 1 (iPSCP1) y las iPSCs 

después de 8 pases en cultivo (iPSCP8). 

Figura 27. Evaluación de la actividad fosfatasa alcalina placentaria en las iPSCs PCCA. Figura 

representativa de una colonia antes de teñir con el sustrato (panel A) y después de la tinción (panel B). 
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Por otro lado, se corroboró el carácter pluripotente de las iPSCs mediante el análisis de metilación 

de las islas CpG de los promotores de los genes OCT4 y NANOG y la cuantificación de los niveles 

de expresión a nivel de mRNA de genes de pluripotencia por qRT-PCR. La secuenciación de los 

promotores de OCT4 y NANOG, tras el tratamiento con bisulfito sódico, mostró la desmetilación de 

los dinucleótidos CpG de estos promotores en las iPSCs mientras que en los fibroblastos del paciente 

estaban metilados (Figura 29A). Además, el análisis de la expresión de distintos factores de 

pluripotencia mostró una elevada expresión a nivel de mRNA de todos estos factores en las iPSCs 

en relación a los fibroblastos (Figura 29B). 
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Figura 28. Evaluación de la expresión de marcadores de pluripotencia en las iPSCs PCCA. 

Inmunofluorescencia de marcadores de pluripotencia nucleares (OCT4, NANOG y SOX2) y de superficie (SSEA3, 

SSEA4, TRA-1-60 y TRA-1-81) en las iPSCs; el núcleo aparece teñido con DAPI. Barra de escala: 100 µm (panel 

A). Histograma del análisis por citometría de flujo de la expresión de los marcadores de pluripotencia de superficie 

TRA-1-81, TRA-1-60 y SSEA4 en las células iPSCs (panel B). 

99



Resultados 

1.2.4. Determinación de la capacidad de diferenciación in vitro 

 Para comprobar la capacidad de diferenciación in vitro a las tres capas germinales de la línea de 

iPSCs PCCA generada, se comenzó con la formación de unos agregados conocidos como EBs que, 

posteriormente, se cultivaron utilizando diferentes medios de diferenciación específicos de cada 

linaje celular. Una vez obtenidas las células diferenciadas de las 3 capas germinales, se llevó a cabo 

la detección de la expresión de α-1-fetoproteína (AFP), α-actina de músculo liso (SMA) y β-III-

tubulina Tuj1 (TUB) como marcadores de endodermo, mesodermo y ectodermo, respectivamente, 

por inmunofluorescencia (Figura 30).  
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Figura 29. Evaluación de la pluripotencia a nivel genético de las iPSCs PCCA. Esquema representativo del 

estado de metilación de las CpG de los promotores de OCT4 y NANOG en fibroblastos y iPSCs PCCA; se 

analizaron hasta 5 clones diferentes (panel A). Análisis de la expresión mediante qRT-PCR de los factores de 

pluripotencia OCT4, SOX2, REX1, NANOG, CRIPTO y KLF4 en fibroblastos y iPSCs PCCA; el histograma 

representa el promedio de la expresión relativa de cada factor respecto a la de GAPDH (panel B). 

Figura 30. Comprobación de la capacidad de diferenciación in vitro de las iPSCs PCCA a las tres capas 

germinales. Inmunofluorescencia de los marcadores de endodermo (AFP), mesodermo (SMA) y ectodermo 

(TUB); el núcleo aparece teñido con DAPI. Barra de escala: 50 µm.
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1.3| Reprogramación de fibroblastos PCCB a iPSCs 

Fibroblastos de un paciente AP con una mutación en homocigosis en el gen PCCB, previamente 

caracterizada (Tahara et al., 1990), y con cardiomiopatía dilatada desde la infancia (Tabla 12) se 

reprogramaron a iPSCs para generar una línea celular denominada a partir de ahora iPSCs PCCB. El 

proceso de reprogramación fue el mismo que el llevado a cabo para las iPSCs PCCA (Figura 23).  

Tabla 12. Información sobre el paciente PCCB seleccionado 

Genotipo Fenotipo bioquímico Tratamiento Fenotipo clínico 

Alelos 1 y 2: 

c.1218_1231delins

TAGAGCACAGGA

p.(Gly407Argfs*14)

Aumento de 3-hidroxi-

propionato, metilcitrato, 

propionilglicina y 

tiglilglicina. Cetoacidosis. 

Actividad PCC no 

detectable en linfocitos 

Tratamiento dietético 

y suplementación con 

carnitina, 

metronidazol, 

digoxina y coenzima 

Q10 

Retraso psicomotor 

leve-moderado con 

hipotonía central, talla 

baja y DCM desde la 

infancia 

1.4| Caracterización iPSCs PCCB 

La caracterización de las iPSCs PCCB generadas se llevó a cabo mediante diferentes pruebas y 

análisis para comprobar su estabilidad genética y genómica, la ausencia de los factores del virus 

Sendai y su pluripotencia siguiendo protocolos ya descritos (Marti et al., 2013).  

1.4.1. Determinación de la estabilidad genética y genómica 

En primer lugar, se comprobó que las iPSCs mantenían la misma mutación que los fibroblastos 

PCCB. Como puede observarse en la Figura 31, las iPSCs PCCB presentan en homocigosis una 

deleción de 14 nucleótidos e inserción de 12 nucleótidos en el gen PCCB que se corresponde con la 

mutación identificada en el paciente (Tahara et al., 1990). 

c.1218_1231delinsTAGAGCACAGGA

Figura 31. Identificación de la mutación del paciente en las iPSCs PCCB. Electroferograma de la 

secuenciación de los exones 11 y 12 del gen PCCB en las iPSCs para la identificación de la mutación 

c.1218_1231delinsTAGAGCACAGGA.
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Resultados 

La estabilidad genómica se evaluó mediante el análisis del cariotipo de células con más de 20 

pases en cultivo. Como se muestra en la Figura 32 no se observaron alteraciones ni en el número ni 

en la estructura de los cromosomas, presentando un cariotipo normal (46, XX). Además, se comprobó 

que el patrón de STRs de las iPSCs y los fibroblastos del paciente era idéntico mediante la 

amplificación de determinados STRs y el determinante de sexo amelogenina en ambas líneas (datos 

confidenciales no mostrables). 

1.4.2. Determinación de la eliminación del virus Sendai 

Para corroborar la ausencia del virus Sendai en las células reprogramadas, se analizó mediante 

RT-PCR si se mantenía la expresión del genoma del virus y los factores de reprogramación en la 

línea de iPSCs PCCB. Los resultados mostraron la ausencia del material exógeno de reprogramación 

después de 8 pases en cultivo en comparación con las células recién reprogramadas (Figura 33).  

1.4.3. Determinación de la pluripotencia 

La evaluación de la pluripotencia de las iPSCs generadas se llevó a cabo utilizando diferentes 

métodos. En primer lugar, se procedió a la evaluación de la expresión de marcadores de pluripotencia 

nucleares (OCT4, NANOG y SOX2) y de superficie (SSEA3, SSEA4, TRA-1-60 y TRA-1-81) por 

inmunofluorescencia. Como puede observarse en la Figura 34A las iPSCs PCCB mostraron 

expresión de todos los marcadores analizados. Para cuantificar el nivel de expresión de algunos de 
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Figura 32. Evaluación de la 

estabilidad genómica en las iPSCs 

PCCB. Cariotipo de las iPSCs con más 

de 20 pases de expansión; se trata de 

una imagen representativa del análisis 

de al menos 20 metafases. 

Figura 33. Comprobación de la 

eliminación del virus Sendai en las iPSCs 

PCCB. Análisis en gel de agarosa del 

cDNA del genoma del virus Sendai (SeV) y 

de los factores reprogramadores (KOS, 

KLF4 y c-MYC) en una muestra sin DNA 

como control negativo (C-), las iPSCs 

recién reprogramadas en pase 1 (iPSCP1) y 

las iPSCs después de 8 pases en cultivo 

(iPSCP8). 
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estos marcadores, se analizó la expresión de los marcadores de superficie SSEA4 y SSEA3 mediante 

citometría de flujo. Los resultados mostraron que había un alto nivel de expresión (>95%) de ambos 

factores en la línea de iPSCs PCCB (Figura 34B). 

1.4.4. Determinación de la capacidad de diferenciación in vitro 

Finalmente, se comprobó la capacidad de diferenciación in vitro a las tres capas germinales 

mediante la diferenciación de las iPSCs PCCB a endodermo, mesodermo y ectodermo y la detección 

por inmunofluorescencia de los marcadores específicos AFP, SMA y TUB, respectivamente (Figura 

35). 
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Figura 34. Evaluación de la expresión de marcadores de pluripotencia en las iPSCs PCCB. 

Inmunofluorescencia de marcadores de pluripotencia nucleares (OCT4, NANOG y SOX2) y de superficie (SSEA3, 

SSEA4, TRA-1-60 y TRA-1-81) en las iPSCs; el núcleo aparece teñido con DAPI. Barra de escala: 100 µm (panel 

A). Histograma del análisis por citometría de flujo de la expresión de los marcadores de pluripotencia de superficie 

SSEA4 y SSEA3 en las células iPSCs (panel B). 
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AFP

SMA TUB

Endodermo Mesodermo Ectodermo

Figura 35. Evaluación de la capacidad de diferenciación in vitro de las iPSCs PCCB a las tres capas 

germinales. Inmunofluorescencia de los marcadores de endodermo (AFP), mesodermo (SMA) y ectodermo 

(TUB); el núcleo aparece teñido con DAPI. Barra de escala: 50 µm.
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2. Generación de nuevos modelos celulares basados en la

diferenciación de iPSCs a iAs y iNs 

A largo plazo, unas de las alteraciones que más frecuentemente desarrollan los pacientes AP son 

las que se producen a nivel neurológico, especialmente en materia blanca y ganglios basales, y que 

generan una serie de síntomas clínicos como retraso psicomotor y cognitivo, desórdenes del 

movimiento y problemas psiquiátricos (Tuncel et al., 2018). Aunque se postula que la acumulación 

de metabolitos tóxicos juega un papel relevante en el desarrollo de estas patologías, en la actualidad 

aún no se conocen con exactitud los mecanismos moleculares que las producen (Haijes et al., 2019a). 

Por ello, el desarrollo de nuevos modelos que nos permitan estudiar en mayor profundidad estos 

mecanismos es fundamental para, en un futuro, poder implementar nuevas terapias que permitan 

evitar o paliar estas alteraciones neurológicas. 

2.1| Diferenciación de iPSCs Control y PCCA a iAs y iNs 

Como ya se ha comentado anteriormente, los ganglios basales son una de las estructuras 

neurológicas más afectadas en la AP que se encargan del control motor y se encuentran formados, 

principalmente, por neuronas de tipo GABAérgico (Calabresi et al., 2014). Por este motivo, se llevó 

a cabo la diferenciación de iPSCs Control y PCCA a iNs GABAérgicas utilizando un protocolo ya 

descrito (Yang, N. et al., 2017) basado en la expresión de los factores de transcripción ASCL1 y 

DLX2 mediante el uso de partículas lentivirales.  

Además, para la obtención de un modelo que refleje de forma más fisiológica las alteraciones 

neurológicas de la AP se llevó a cabo la diferenciación de iPSCs Control y PCCA a iAs utilizando 

un protocolo ya descrito (Canals et al., 2018) mediante la expresión de los factores de transcripción 

SOX9 y NFIB.  

Como puede observarse en la Figura 36A, el método utilizado en ambos casos consiste en un 

sistema de expresión del tipo “Tet On” cuya expresión es inducible por la presencia de doxiciclina 

en el medio de cultivo; la selección de las células infectadas puede hacerse por resistencia a los 

antibióticos puromicina e higromicina. La Figura 36B muestra un esquema del proceso de 

diferenciación y de los medios utilizados.  
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2.2| Caracterización de los iAs y iNs generados 

Una vez puesto a punto el proceso de diferenciación de las iPSCs Control y PCCA, se llevó a 

cabo la caracterización de los iAs y iNs generados mediante la detección por inmunofluorescencia 

de marcadores específicos de cada tipo celular.  

En el caso de los iAs, se analizó la presencia de marcadores típicos de astrocitos, como la proteína 

ácida fibrilar glial (GFAP), vimentina (VIM), faloidina (FAL), conexina 43 (Cx43), transportador de 

glutamato/aspartato (GLAST) y proteína de unión a calcio (S100β), en cultivos únicos de iAs de dos 

semanas de diferenciación. El análisis reveló la presencia de todos los marcadores tanto en los iAs 

Control (Figura 37A) como en los iAs PCCA (Figura 37B). 
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Figura 36. Diseño experimental de la diferenciación de iPSCs a iNs y iAs. Figura esquemática de los vectores 

lentivirales utilizados para la expresión de los factores ASCL1 y DLX2 (iNs) y SOX9 y NFIB (iAs) (panel A). 

Esquema representativo del proceso de diferenciación de iPSCs a iNs y iAs especificando el cronograma y los 

medios de cultivo, que hacen referencia a los de la Tabla 5 (panel B). AraC: arabinósido de citosina; Dox: 

doxiciclina; Higro: higromicina; IRES: sitio interno de entrada al ribosoma; Puro: puromicina; rtTA: transactivador 

reverso controlado por tetraciclina; T2A: péptido de autoprocesamiento 2A; TetO: promotor inducible por 

doxiciclina; UbC: promotor de la ubiquitina C. 
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Figura 37. Evaluación de la expresión de marcadores de iAs por inmunofluorescencia. Inmunofluorescencia 

de marcadores típicos de astrocitos: GFAP, VIM, FAL, Cx43, GLAST y S100β, en iAs Control (panel A) y en iAs 

PCCA (panel B); el núcleo (Nuc) aparece teñido con Hoechst. Barra de escala: 100 µm. 
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En el caso de las iNs, el análisis se realizó sobre cocultivos de iAs y iNs de cuatro semanas de 

diferenciación. Como puede observarse en la Figura 38, los iAs expresan los marcadores astrocíticos 

GFAP y VIM y las iNs, los marcadores neuronales TUB y la proteína asociada a microtúbulos 2 

(MAP2).  

2.3| Caracterización de la fisiopatología de los iAs y iNs generados 

Una vez generados los nuevos modelos celulares de AP se planteó iniciar la caracterización del 

fenotipo fisiopatológico mediante el análisis de varios parámetros. 

 2.3.1. Evaluación de la tasa de consumo de oxígeno 

El cerebro es un órgano con una gran demanda energética y es por ello que la función mitocondrial 

es altamente requerida en este tejido (Annesley y Fisher, 2019). Como se ha mencionado 

anteriormente, la acumulación de metabolitos tóxicos en la AP produce una inhibición de la 

respiración mitocondrial y el metabolismo energético celular que podría contribuir al desarrollo de 

las patologías neurológicas (Haijes et al., 2019a). Por ello, en este trabajo se ha querido comprobar 

si los nuevos modelos celulares generados también presentan una alteración de la respiración 

mitocondrial.  

GFAP MAP2 Nuc Merged

A

VIM MAP2 Nuc Merged

B

GFAP TUB Nuc Merged

C

Figura 38. Evaluación de la expresión de marcadores de iAs y iNs por inmunofluorescencia. 

Inmunofluorescencia de los marcadores astrocíticos GFAP y VIM y los neuronales MAP2 y TUB, en cocultivos 

de iAs PCCA y iNs PCCA (paneles A y B) y iAs Control y iNs Control (panel C) de 4 semanas de diferenciación; 

el núcleo (Nuc) aparece teñido con Hoechst. Barra de escala: 100 µm. 
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Para evaluar el perfil bioenergético de los iAs y las iNs se monitorizó, utilizando el sistema 

Seahorse, la OCR a tiempo real en estado basal y tras la adición de distintos compuestos que 

interfieren con la respiración, permitiendo el cálculo de parámetros relevantes como la respiración 

basal, la producción de ATP, la fuga de protones, la respiración máxima y la capacidad respiratoria 

de reserva (Smolina et al., 2017). El análisis del perfil bioenergético de los iAs Control y PCCA 

mostró que no hay diferencias significativas en ninguno de los parámetros estudiados (Figura 39). 
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Figura 39. Evaluación del perfil de consumo de oxígeno de los iAs. Perfil representativo de la OCR de iAs 

Control y iAs PCCA en estado basal y tras la adición de las drogas oligomicina, FCCP, rotenona y antimicina A 

(panel A). Histograma que recoge los valores de los distintos parámetros relacionados con la OCR; se representa 

el promedio y la desviación estándar de, al menos, 3 experimentos por triplicado (panel B). Análisis estadístico t 

de Student. 

109



Resultados 

Por otro lado, las iNs PCCA mostraron un perfil respiratorio deprimido respecto a las iNs Control, 

debido a una disminución significativa en los parámetros de respiración basal y respiración máxima 

(Figura 40). 

2.3.2. Evaluación de las PSCs GABAérgicas 

Estudios previos han demostrado que el propionato produce un aumento de la concentración de 

GABA en el cerebro debido a la inhibición de la enzima encargada de su degradación, lo cual podría 

explicar la letargia observada en un modelo murino inducido de AP (Morland et al., 2018). Para 

comprobar si en nuestro modelo también se produce una alteración de la transmisión sináptica 

mediada por GABA, se analizaron las PSCs GABAérgicas en las iNs generadas. 
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Figura 40. Evaluación del perfil de consumo de oxígeno de las iNs. Perfil representativo de la OCR de iNs 

Control y iNs PCCA en estado basal y tras la adición de las drogas oligomicina, FCCP, rotenona y antimicina A 

(panel A). Histograma que recoge los valores de los distintos parámetros relacionados con la OCR; se representa 

el promedio y la desviación estándar de, al menos, 3 experimentos por triplicado. Análisis estadístico t de Student 

(*p<0,05, **p<0,01) (panel B). 
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Para ello, se analizaron, mediante la técnica de whole cell patch clamp, cocultivos de cuatro 

semanas de diferenciación de iAs Control-iNs Control (Control) y iAs PCCA-iNs PCCA (PCCA). 

Se comprobó que las propiedades eléctricas pasivas, como el potencial de reposo, resistencia de la 

membrana y capacitancia, no difieren significativamente en ambos cocultivos (Figura 41). 

Posteriormente, se evaluó la presencia de PSCs en condiciones (1) normales; (2) aislando sólo las 

corrientes GABAérgicas mediante los antagonistas de los receptores NMDA y AMPA, APV y 

NBQX, respectivamente; y (3) inhibiendo, además, las corrientes GABAérgicas mediante el 

antagonista de los receptores GABA, PTX. Se encontraron PSCs en 5 de 7 iNs en los cocultivos 

Control (71%) y en 3 de 8 en los PCCA (38%). En estas iNs se analizaron los parámetros de 

frecuencia, amplitud y tiempo de decaimiento en las dos primeras condiciones. Como puede 

observarse en la Figura 42, los resultados no mostraron diferencias en los parámetros de amplitud y 

tiempo de decaimiento entre los cocultivos del control y del paciente. Sin embargo, la frecuencia de 

las PSCs GABAérgicas de los cocultivos PCCA aparece disminuida, aunque de forma no 

significativa (p>0,05), en ambas condiciones.  

Figura 41. Evaluación de las propiedades eléctricas pasivas de las iNs. Histograma que representa la media y 

la desviación estándar de los parámetros electrofisiológicos de potencial de reposo, resistencia de membrana y 

capacitancia de los cocultivos iAs Control-iNs Control (Control; n=7) y iAs PCCA-iNs PCCA (PCCA; n=8). 

Análisis estadístico t de Student. 

(*p<0,05, **p<0,01) (panel B).
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(Yang, W. et al., 2019, Haijes et al., 2019b) 
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Figura 42. Evaluación de las PSCs GABAérgicas de las iNs. Diagrama que muestra la presencia de PSCs 

GABAérgicas en cocultivos iAs Control-iNs Control (Control) y iAs PCCA-iNs PCCA (PCCA) de 4 semanas de 

diferenciación en condiciones (1) normales; (2) aislándolas por la presencia de APV 50 µM y NBQX 5 µM; y (3) 

inhibiéndolas por PTX 100 µM (panel A). Histograma que representa la media y la desviación estándar de los 

parámetros electrofisiológicos frecuencia, amplitud y tiempo de decaimiento de las PSCs GABAérgicas en 

cocultivos Control (n=5) y PCCA (n=3), en las condiciones (1) y (2) (panel B). Análisis estadístico t de Student. 
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3. Generación de nuevos modelos celulares basados en la

diferenciación de iPSCs a iCMs 

Las cardiomiopatías, especialmente la HCM, la DCM y las arritmias ventriculares, son unas de 

las patologías que con más frecuencia desarrollan los pacientes AP a largo plazo. Aunque aún no se 

conocen los mecanismos moleculares que las causan, se postula que la disfunción mitocondrial y el 

desbalance del metabolismo bioenergético tienen un papel fundamental en su desarrollo (Kovacevic 

et al., 2020). Para la búsqueda de nuevos tratamientos efectivos que eviten o mejoren las alteraciones 

cardíacas en los pacientes AP es necesario profundizar en sus mecanismos fisiopatológicos utilizando 

nuevos modelos humanos de la enfermedad. 

3.1| Diferenciación de iPSCs Control, PCCA y PCCB a iCMs 

Aunque el modelo murino hipomorfo de AP ha resultado ser un buen modelo para el estudio de 

esta enfermedad, las limitaciones asociadas al uso de un modelo murino para el estudio de las 

patologías cardíacas (Breckenridge, 2010) ponen de manifiesto la necesidad de generar mejores 

modelos cardíacos. Por ello, en este trabajo se planteó la diferenciación de las líneas iPSCs de los 

dos pacientes PCCA y PCCB, que presentan distinto fenotipo cardíaco, a iCMs para obtener nuevos 

modelos celulares humanos de esta enfermedad.  

La diferenciación de las iPSCs Control, PCCA y PCCB se ha llevado a cabo utilizando un 

protocolo previamente descrito (Lian et al., 2013), basado en la modulación de la vía Wnt/β-catenina 

mediante los compuestos CHIR99021 y IWP-4. En la Figura 43 puede observarse un esquema del 

proceso de diferenciación y los medios utilizados. 
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Figura 43. Esquema representativo del proceso de diferenciación de iPSCs a iCMs. Protocolo esquemático 

que muestra el proceso de diferenciación de iPSCs a iCMs especificando el cronograma y los medios de cultivo, 

que hacen referencia a los de la Tabla 5.   
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3.2| Caracterización de los iCMs generados 

Una vez puesto a punto el protocolo de diferenciación para los iCMs Control, PCCA y PCCB se 

llevó a cabo su caracterización. Primeramente, se comprobó la aparición del latido espontáneo en los 

cultivos de iCMs a partir del día 10 de la diferenciación, que se volvió más robusto a partir del día 5 

y continuó así hasta el final de los experimentos. 

A partir del día 25 de la diferenciación se analizó la expresión de marcadores cardíacos mediante 

inmunofluorescencia y citometría de flujo. Como puede observarse en la Figura 44A, se detectó la 

expresión de los marcadores troponina T cardíaca (cTNT), GATA-4, SMA y α-actinina (α-ACT) en 

los iCMs Control, PCCA y PCCB por microscopía. Además, se cuantificaron los niveles de cTnT 

por citometría de flujo, revelando un número de células positivas mayor al 94% en los tres casos, lo 

que refleja la obtención de cultivos puros de iCMs (Figura 44B). 
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Con el objetivo de comprobar que los iCMs de los pacientes PCCA y PCCB reflejan el fenotipo 

bioquímico de la enfermedad se analizó por espectrometría de masas el nivel del metabolito 

diagnóstico propionilcarnitina. En concordancia con lo observado en los pacientes AP (Fraser y 

Venditti, 2016), los resultados mostraron un aumento de unas 50 veces de los niveles de 

propionilcarnitina en los iCMs PCCA y PCCB respecto a los iCMs Control (Tabla 13). 

Tabla 13. Niveles de propionilcarnitina en iCMs Control, PCCA y PCCB 

Además, se quiso comprobar la deficiencia de la proteína PCCA en los iCMs PCCA respecto a 

los iCMs Control. Para ello, se analizaron sus niveles mediante la técnica de Western Blot, lo que 

reveló una ausencia completa de la proteína en los iCMs PCCA (Figura 45). En el caso de los iCMs 

PCCB no se pudo comprobar la ausencia de proteína PCCB al no haber anticuerpos disponibles.  
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Figura 44. Evaluación de la expresión de marcadores cardíacos en los iCMs. Inmunofluorescencia de los 

marcadores cardíacos cTnT, GATA-4, SMA y α-ACT en los iCMs Control, PCCA y PCCB; el núcleo aparece 

teñido con DAPI. Barra de escala: 80 µm iCMs Control y PCCA; 100 µm iCMs PCCB, excepto α-ACT 40 µm 

(panel A). Histograma del análisis por citometría de flujo de la expresión del marcador cardíaco cTnT en los iCMs 

Control, PCCA y PCCB (panel B).  

Figura 45. Evaluación del nivel de la proteína 

PCCA en los iCMs PCCA. Western Blot para la 

detección de la proteína PCCA en iCMs Control y 

PCCA; se utilizó GAPDH como control de carga. 
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3.3| Caracterización de la fisiopatología de los iCMs PCCA 

Una vez generado y caracterizado este nuevo modelo de enfermedad y con el objetivo de obtener 

una mayor comprensión de la patología cardíaca en la AP, se propuso el análisis de distintas vías y 

procesos fundamentales para el correcto funcionamiento cardíaco, centrándonos especialmente en 

aquellos en los que previamente se habían descrito alteraciones en el modelo murino hipomorfo de 

AP. 

3.3.1. Evaluación de la función mitocondrial 

El corazón es el tejido metabólicamente más activo del organismo, lo cual se refleja en el 

contenido de un gran número de mitocondrias que son las que producen la energía necesaria para 

mantener el latido cardíaco. Numerosas patologías cardíacas se asocian a alteraciones en la estructura 

mitocondrial, aumento del estrés oxidativo, disminución de la biogénesis mitocondrial, problemas 

en la fisión y/o fusión mitocondrial, etc. (Sabbah, 2020). Por ello, en este trabajo se decidió evaluar 

la función mitocondrial de los iCMs generados atendiendo a varios parámetros, como la OCR, los 

niveles de proteínas de la CTE y la biogénesis y la estructura mitocondrial.  

En primer lugar, se evaluó el perfil bioenergético de los iCMs utilizando el sistema Seahorse para 

monitorizar la OCR a tiempo real, en estado basal y tras la adición de distintos compuestos que 

interfieren con la respiración. El primer análisis se realizó en un medio estándar con glucosa a una 

concentración de 5,5 mM. Los resultados mostraron una disminución en la tasa de respiración de los 

iCMs PCCA respecto a los Control (Figura 46A), lo cual viene reflejado por una disminución 

significativa en los parámetros de respiración basal, producción de ATP, respiración máxima y 

capacidad respiratoria de reserva (Figura 46B). 
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Resultados 

Posteriormente, se realizó el mismo análisis, pero en un medio con galactosa a 5,5 mM para 

promover la producción de ATP por medio de la fosforilación oxidativa (Aguer et al., 2011). Los 

resultados fueron similares a los obtenidos anteriormente, con una disminución significativa de la 

respiración en los iCMs PCCA frente a los Control en los parámetros de respiración basal, producción 

de ATP, fuga de protones y respiración máxima (Figura 47).  
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Figura 46. Evaluación del perfil de consumo de oxígeno de los iCMs en un medio con glucosa. Perfil 

representativo de la OCR de iCMs Control y PCCA en estado basal y tras la adición de las drogas oligomicina, 

FCCP, rotenona y antimicina A (panel A). Histograma que recoge los valores de los distintos parámetros 

relacionados con la OCR; se representa el promedio y la desviación estándar de, al menos, 3 experimentos por 

triplicado. Análisis estadístico t de Student (*p<0,05) (panel B).  
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Resultados 

Para comprobar si el defecto en la respiración mitocondrial es debido a una alteración de los 

complejos de la CTE se analizaron los niveles de proteínas presentes en cada uno de ellos, así como 

de la subunidad c de la ATP sintasa (ATP5G) en los iCMs generados. Como puede observarse en la 

Figura 48A, no se encontraron diferencias en los niveles de proteínas de los complejos de la CTE 

entre los iCMs Control y PCCA, mientras que los iCMs del paciente mostraron una disminución 

significativa en los niveles de ATP5G. Por otro lado, se decidió analizar la expresión a nivel de 

mRNA de los genes mitocondriales MT-ND5 y MT-CYB que codifican la NADH deshidrogenasa 5 

del complejo I y el citocromo B del complejo III, respectivamente. Los resultados mostraron una 

disminución significativa en la expresión de ambos genes en los iCMs PCCA respecto a los Control 

(Figura 48B).  
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Figura 47. Evaluación del perfil de consumo de oxígeno de los iCMs en un medio con galactosa. Perfil 

representativo de la OCR de iCMs Control y PCCA en estado basal y tras la adición de las drogas oligomicina, 

FCCP, rotenona y antimicina A (panel A). Histograma que recoge los valores de los distintos parámetros 

relacionados con la OCR; se representa el promedio y la desviación estándar de, al menos, 3 experimentos por 

triplicado. Análisis estadístico t de Student (*p<0,05, **p<0,01) (panel B). 

Figura 48. Análisis de los niveles de proteínas de los complejos de la CTE en los iCMs. Western Blot 

representativo para la detección de proteínas de los complejos de la CTE, CI (NDUFB8), CII (SDHB), CIII 

(UQCRC2), CIV (MTCO1) y CV (ATP5A), y de ATP5G en iCMs Control y PCCA. El histograma representa el 

promedio y la desviación estándar de la intensidad relativa de cada banda respecto a la de GAPDH de, al menos, 3 

experimentos. Análisis estadístico t de Student (*p<0,05) (panel A). Análisis de la expresión mediante qRT-PCR 

de MT-ND5 y MT-CYB en iCMs Control y PCCA. El histograma representa el promedio y la desviación estándar 

de la expresión relativa de cada factor respecto a la de GAPDH de, al menos, 3 experimentos. Análisis estadístico 

t de Student (*p<0,05, ***p<0,001) (panel B). 
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Resultados 

La disminución en la respiración mitocondrial observada en los iCMs del paciente PCCA también 

podría deberse a una alteración en el proceso de generación de nuevas mitocondrias y, por ello, se 

planteó la evaluación a nivel de mRNA de algunos genes implicados en la biogénesis mitocondrial 

en los iCMs generados. Como puede observarse en la Figura 49, el análisis de la expresión de varios 

factores relacionados con este proceso mediante qRT-PCR mostró una disminución significativa del 

regulador principal de la biogénesis (PPARGC1A), de su cofactor (ESRRA) y del regulador de la 

transcripción de genes mitocondriales (NRF1) en los iCMs PCCA frente a los Control.  

Los PPARs son los reguladores principales de los genes implicados en el metabolismo de lípidos, 

siendo la proteína PPAR-α la que cumple la función de activación de la oxidación de ácidos grasos 

en el corazón (Khuchua et al., 2018). Esto es debido a que regula la expresión de diversos genes 

implicados en el transporte de ácidos grasos a la mitocondria, como el clúster de diferenciación 36 

(CD36) y las carnitina palmitoiltransferasas (CPT-IA y CPT-II), y en la oxidación de ácidos grasos, 

como la acil-CoA deshidrogenasa de ácidos grasos de cadena media (ACADM) y muy larga 

(ACADVL), entre otros (Schulze et al., 2016). El análisis de la expresión de estos genes a nivel de 

mRNA mediante qRT-PCR en los iCMs generados mostró un aumento significativo en la expresión 

de ACADVL, CPT-IA, CPT-II y una disminución de CD36 en los iCMs del paciente frente a los del 

control (Figura 50).  
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Figura 49. Análisis de la expresión de marcadores de la biogénesis mitocondrial en los iCMs. Análisis de la 

expresión mediante qRT-PCR de PPARGC1A, PPARGC1B, PPARA, PPARD, PPARG, TFAM, ESRRA y NRF1 en 

iCMs Control y PCCA. El histograma representa el promedio y la desviación estándar de la expresión relativa de 

cada factor respecto a la de GAPDH de, al menos, 3 experimentos. Análisis estadístico t de Student (*p<0,05, 

***p<0,001). 
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Posteriormente, se planteó la evaluación de la ultraestructura mitocondrial de los iCMs generados 

mediante microscopía electrónica ya que se han descrito alteraciones estructurales en las 

mitocondrias en pacientes AP con cardiomiopatía severa (Schwab et al., 2006, Baruteau et al., 2014). 

Como puede observarse en la Figura 51, no se encontraron alteraciones en la estructura de las 

mitocondrias de los iCMs del paciente respecto a las del control.  

3.3.2. Evaluación de la homeostasis redox 

El alto requerimiento de energía para el mantenimiento del latido cardíaco convierte este tejido 

en especialmente vulnerable al daño oxidativo que puede producirse por aumento de las ROS. 

Además, hay evidencias que sugieren que las terapias antioxidantes pueden ser de gran ayuda en el 

tratamiento de las cardiomiopatías (Peoples et al., 2019). Teniendo en cuenta estas observaciones, se 

decidió evaluar la homeostasis redox en los iCMs generados utilizando diversas aproximaciones.  
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Figura 50. Análisis de la expresión de genes implicados en el metabolismo de lípidos en los iCMs. Análisis de 

la expresión mediante qRT-PCR de ACADM, ACADVL, CPT-IA, CPT-II y CD36 en iCMs Control y PCCA. El 

histograma representa el promedio y la desviación estándar de la expresión relativa de cada factor respecto a la de 

GAPDH de, al menos, 3 experimentos. Análisis estadístico t de Student (*p<0,05, **p<0,01). 

Figura 51. Evaluación de la ultraestructura mitocondrial de los iCMs. Imagen representativa de la estructura 

mitocondrial de los iCMs Control (panel A) y PCCA (panel B) mediante microscopía electrónica de transmisión; 

barra de escala: 2 µm. Imagen detallada de la morfología mitocondrial de los iCMs PCCA; barra de escala: 1 µm 

(panel C). 
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En primer lugar, se cuantificaron por citometría de flujo los niveles de ROS intracelulares 

utilizando la sonda H2DCFDA y los niveles de superóxido mitocondrial mediante la sonda 

Mitosox™. Como muestra la Figura 52, los resultados no mostraron diferencias significativas en 

ninguno de los dos casos entre los iCMs Control y PCCA.  

Aunque los datos no indican incremento del estrés oxidativo en los iCMs PCCA en las 

condiciones analizadas, se decidió examinar también el nivel de las MAPK JNK y p38 ya que 

participan en procesos esenciales para el mantenimiento de la función celular (Javadov et al., 2014) 

y, además, se ha confirmado la ausencia de su activación en el corazón del modelo murino de AP 

(Rivera-Barahona et al., 2017b). Los resultados de este análisis mostraron una disminución 

significativa de la forma fosforilada y de la ratio de la fosforilada y la total en ambas proteínas, en 

los iCMs del paciente frente a los del control (Figura 53). 
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Figura 52. Cuantificación 

de los niveles de ROS en los 

iCMs. Histograma del 

análisis por citometría de 

flujo de los niveles de ROS 

intracelulares mediante la 
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Figura 53. Análisis de los niveles de las proteínas de estrés en los iCMs. Western Blot representativo para la 

detección de las formas fosforiladas y totales de p38 y JNK en iCMs Control y PCCA. El histograma representa el 

promedio y la desviación estándar de la intensidad relativa de cada banda respecto a la de GAPDH de, al menos, 3 

experimentos. Análisis estadístico t de Student (*p<0,05, **p<0,01). 
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Por último, se analizaron los niveles de las enzimas antioxidantes CAT, MnSOD y GPx1 en los 

iCMs Control y PCCA. Los resultados por Western Blot mostraron una disminución significativa en 

los niveles de CAT en los iCMs del paciente frente a los del control, mientras que en los niveles de 

MnSOD y GPx1 no se observaron diferencias significativas (Figura 54).  

3.3.3. Evaluación del proceso de autofagia 

Como se ha indicado anteriormente, en el modelo murino de la enfermedad se ha detectado una 

alteración en el proceso de autofagia por lo que se planteó llevar a cabo el análisis de este proceso en 

los iCMs generados. En primer lugar, el estudio por microscopía electrónica reveló un aumento del 

número y tamaño de vesículas con material de degradación en los iCMs del paciente respecto a los 

del control (Figura 55). 

Figura 54. Análisis de los niveles de las enzimas antioxidantes en los iCMs. Western Blot representativo para 

la detección de CAT, MnSOD y GPx1 en iCMs Control y PCCA. El histograma representa el promedio y la 

desviación estándar de la intensidad relativa de cada banda respecto a la de GAPDH de, al menos, 3 experimentos. 

Análisis estadístico t de Student (*p<0,05). 

Figura 55. Evaluación del proceso de autofagia mediante microscopía electrónica en los iCMs. Imagen 

representativa del citoplasma de iCMs Control y PCCA; las flechas indican la presencia de vesículas con material 

de degradación. Barra de escala: 500 nm. 
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Posteriormente, se analizaron los niveles de algunas proteínas implicadas en el proceso de 

autofagia y también de proteínas de una de las vías que lo regula, mTORC1. Respecto a la autofagia, 

los resultados mostraron que no había diferencias en los niveles de proteínas LAMP1 y p62 entre los 

iCMs del control y del paciente (Figura 56A). En el caso de la vía de mTORC1, se observó un 

aumento significativo en la forma fosforilada de S6 en los iCMs PCCA respecto a los Control, 

mientras que en las proteínas S6K y 4EBP1 no se observaron cambios (Figura 56B).  

3.3.4. Evaluación de la biogénesis ribosomal 

La proteína S6 forma parte de la subunidad 40S de los ribosomas y su activación es esencial para 

el inicio de la síntesis de proteínas por parte de los ribosomas (Tavares et al., 2015). Los altos niveles 

de S6 fosforilada encontrados en los iCMs PCCA podrían relacionarse con un incremento de la 

biogénesis ribosomal y de la síntesis de proteínas, por lo que se planteó la evaluación de la expresión 

Figura 56. Análisis de los niveles de proteínas implicadas en la autofagia y en la ruta de mTORC1 en los 

iCMs. Western Blot representativo para la detección de las proteínas LAMP1 y p62 (panel A) y de las formas 

fosforiladas y totales de S6K, S6 y 4EBP1 (panel B) en iCMs Control y PCCA. El histograma representa el 

promedio y la desviación estándar de la intensidad relativa de cada banda respecto a la de GAPDH de, al menos, 3 

experimentos. Análisis estadístico t de Student (***p<0,001). 
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a nivel de mRNA de distintos genes que participan en esta vía como la nucleolina (NCL), la 

metiltransferasa fibrilarina (FBL), el factor de transcripción de la polimerasa I (RRN3), la sirtuina 7 

(SIRT7), el factor 1 de transcripción nucleolar (UBTF) y la subunidad A de la polimerasa I (POLR1A) 

(Prakash et al., 2019). Como puede observarse en la Figura 57 los iCMs PCCA presentaron un 

aumento en la expresión a nivel de transcripción de todos los genes analizados respecto a los del 

control, siendo significativo para FBL, RRN3, UBTF y POLR1A. 

3.3.5. Evaluación de la relación entre la mitocondria y el RE 

Como se ha comentado anteriormente, las MAMs son las estructuras en las que se produce un 

estrecho contacto entre las mitocondrias y el RE y cuya función principal es la regulación de la 

homeostasis del calcio. En el corazón este proceso es fundamental ya que el calcio es la molécula de 

señalización principal para la regulación del proceso de excitación-contracción en las células 

cardíacas (Silva-Palacios et al., 2020). Por ello, en este trabajo se planteó el análisis de los niveles 

de varias proteínas que forman parte de las MAMs, como GRP75, MFN2 y SIG-1R, en los iCMs 

Control y PCCA. Los resultados mostraron un aumento de los niveles de las tres proteínas en los 

iCMs del paciente frente a los del control, siendo significativo en el caso de SIG-1R y MFN2 (Figura 

58A). Estos resultados podrían estar relacionados con un aumento del estrés del RE (Li, J. et al., 

2019) y, para profundizar más en este aspecto, se analizaron los niveles de expresión de varias 

proteínas implicadas en la UPR en los iCMs Control y PCCA. Los resultados mostraron un aumento 

significativo en los niveles de las proteínas HERP y GRP78 en los iCMs del paciente respecto a los 

del control (Figura 58B) junto a un aumento de la expresión a nivel de mRNA de los genes ATF4 y 

CHOP (Figura 58C). 

Figura 57. Análisis de la expresión de marcadores de la biogénesis ribosomal en los iCMs. Análisis de la 

expresión mediante qRT-PCR de NCL, FBL, RRN3, SIRT7, UBTF y POLR1A en iCMs Control y PCCA. El 

histograma representa el promedio y la desviación estándar de la expresión relativa de cada factor respecto a la de 

GAPDH de, al menos, 3 experimentos. Análisis estadístico t de Student (*p<0,05, ***p<0,001). 
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Figura 58. Análisis de los niveles de proteínas de las MAMs y de las implicadas en la respuesta a estrés del 

RE en los iCMs. Western Blot representativo para la detección de las proteínas de las MAMs GRP75, SIG-1R y 

MFN2 (panel A) y de las proteínas de respuesta a estrés del RE HERP y GRP78 (panel B) en iCMs Control y 

PCCA. El histograma representa el promedio y la desviación estándar de la intensidad relativa de cada banda 

respecto a la de GAPDH de, al menos, 3 experimentos. Análisis estadístico t de Student (*p<0,05). Análisis de la 

expresión mediante qRT-PCR de los genes de respuesta a estrés del RE ATF4 y CHOP en iCMs Control y PCCA. 

El histograma representa el promedio y la desviación estándar de la expresión relativa de cada factor respecto a la 

de GAPDH de, al menos, 3 experimentos. Análisis estadístico t de Student (*p<0,05) (panel C). 
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3.3.6. Análisis de la expresión de miRNAs y marcadores de daño 

cardíaco 

Por último, se planteó la evaluación de la expresión de distintos miRNAs que ya se habían 

encontrados desregulados previamente en el corazón del modelo murino hipomorfo de AP (datos del 

laboratorio). Como puede observarse en la Figura 59A, el nivel de expresión de varios miRNAs, 

como el miR-1a, miR-23a, miR-30c, miR-133a, miR-208a, miR-378 y miR-499, se encontró 

significativamente disminuido en los iCMs PCCA frente a los Control. Debido a la implicación de 

estos miRNAs en el desarrollo de cardiomiopatías (Wojciechowska et al., 2017) se analizó la 

expresión a nivel de mRNA de distintos marcadores de daño cardíaco en los iCMs generados, pero 

sólo se observó una disminución significativa en la expresión de MYH7 en los iCMs del paciente 

respecto a los del control (Figura 59B).  

(Li, P. A. et al., 2017, Rivera-Barahona, Alonso-Barroso et al., 2017) 
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Figura 59. Análisis de la expresión de miRNAs y de marcadores de daño cardíaco en los iCMs. Análisis de 

la expresión mediante qRT-PCR del miR-1a, miR-23a, miR-25, miR-30c, miR-34a, miR-133a, miR-199a, miR-

199b, miR-208a, miR-338, miR-378 y miR-499 en iCMs Control y PCCA. El histograma representa el promedio 

y la desviación estándar de la expresión relativa respecto a la de U6 y miR-423-3p de, al menos, 3 experimentos. 

Análisis estadístico t de Student (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001) (panel A). Análisis de la expresión mediante 

qRT-PCR de los marcadores de daño cardíaco NPPA, NPPB, MYH6, MYH7, ACTA1, ANKRD1, SERCA2A y FOS 

en iCMs Control y PCCA. El histograma representa el promedio y la desviación estándar de la expresión relativa 

de cada factor respecto a la de GAPDH de, al menos, 3 experimentos. Análisis estadístico t de Student (**p<0,01) 

(panel B). 
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1. Estudio de vías que contribuyen a la fisiopatología de AP

en el modelo murino hipomorfo 

Uno de los aspectos fundamentales para el estudio de las enfermedades raras es el desarrollo de 

modelos de enfermedad que recapitulen las alteraciones bioquímicas y clínicas de los pacientes, 

permitiendo así el desarrollo de nuevas aproximaciones terapéuticas lo cual es esencial ya que, en su 

mayoría, aún no tienen un tratamiento efectivo (Wangler et al., 2017). Por ello, en el caso de la AP, 

el desarrollo del modelo murino hipomorfo Pcca-/-(A138T), con una presentación moderada de la 

enfermedad (Guenzel et al., 2013), ha supuesto un gran avance en el estudio de esta patología. 

Nuestro laboratorio ha analizado la función mitocondrial y la homeostasis redox utilizando dicho 

modelo para identificar nuevas dianas terapéuticas (Gallego-Villar et al., 2016), como las basadas en 

moléculas antioxidantes (Rivera-Barahona et al., 2017a), que puedan paliar la sintomatología y 

mejorar la calidad de vida de los pacientes AP. 

En un intento de exacerbar el fenotipo del modelo murino, lo que permitiría una mejor evaluación 

del efecto de tratamientos dirigidos a regular la homeostasis redox y la función mitocondrial, se 

analizaron muestras de ratones sometidos a una dieta rica en sustratos propionogénicos, como los 

BCAA y la treonina, enviadas por un grupo colaborador. Esta estrategia se ha empleado para otras 

enfermedades como los defectos congénitos de la β-oxidación (Schuler et al., 2004) o la acidemia 

glutárica de tipo I (Zinnanti et al., 2006). Los resultados en este trabajo apenas han mostrado un 

incremento en la severidad de la enfermedad teniendo en cuenta parámetros de función mitocondrial 

y homeostasis redox (Figuras 20-22), lo que podría explicarse teniendo en cuenta la alta mortalidad 

observada en los ratones AP tratados debido a un rechazo de la alimentación. Posiblemente, las 

muestras analizadas, correspondientes solamente a los ratones supervivientes, representen un sesgo 

hacia fenotipos más suaves. Estas diferencias en la severidad del fenotipo podrían deberse a 
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variaciones epigenéticas producidas por cambios ambientales (Tejedor y Fraga, 2017) o a variaciones 

genéticas que son inherentes a cualquier modelo de enfermedad (Dickinson et al., 2016). 

Por todo lo anteriormente expuesto, en el resto de experimentos in vivo descritos en este trabajo 

hemos utilizado el modelo murino hipomorfo con dieta estándar y nos hemos centrado en completar 

su caracterización mediante el estudio de la biogénesis mitocondrial, la expresión de enzimas 

antioxidantes, el daño oxidativo a proteínas, la muerte celular y el proceso de autofagia, 

principalmente en el cerebro y en el corazón, ya que son los dos órganos más afectados en la AP y 

altamente dependientes de la actividad mitocondrial debido a sus altos requerimientos energéticos 

(Haijes et al., 2019a).  

Para estudiar las posibles causas de las alteraciones en el estado bioenergético descritas en el 

modelo murino (Gallego-Villar et al., 2016), se decidió analizar, en primer lugar, la expresión de 

varios genes implicados en la biogénesis mitocondrial (Popov, 2020). Los resultados mostraron un 

patrón de expresión específico de tejido y diferencial según la edad analizada, lo cual concuerda con 

los resultados obtenidos hasta la fecha de este modelo. En el corazón, a 5 meses de edad, se observó 

un aumento del regulador principal de la biogénesis mitocondrial, PGC-1α, lo que sugiere un 

mecanismo para tratar de mantener el nivel energético celular mediante la generación de nuevas 

mitocondrias (Figura 7B). Sin embargo, a 10 meses de edad, se observó una disminución de la 

expresión de varios de estos genes (Figura 8B) debido, posiblemente, a la imposibilidad de mantener 

esta activación prolongada en el tiempo o a la falta de una alta demanda energética por la edad tan 

avanzada. El hígado mostró un patrón de expresión similar a la del corazón, con un claro aumento 

de la expresión de PGC1-α, así como de otros genes implicados en este proceso, que se revierte a los 

10 meses de edad (Figuras 7C y 8C). Sin embargo, el cerebro mostró una tendencia a la disminución 

de la expresión de varios de estos genes en ambas edades (Figuras 7A y 8A), indicando una respuesta 

celular diferente. En un futuro, sería de gran interés analizar los cambios en el transcriptoma para 

investigar la respuesta celular específica de cada tejido en mayor profundidad y comprender las 

adaptaciones bioenergéticas que se producen en la AP. 

La alteración de la homeostasis redox en el modelo murino de AP se caracteriza por una 

desregulación tejido-específica de los niveles de algunas enzimas antioxidantes, aumento de las ROS 

y aparición de daño oxidativo en biomoléculas (Gallego-Villar et al., 2016). Debido a la relevancia 

de las enzimas antioxidantes en la detoxificación de las ROS (Pizzino et al., 2017), en este trabajo 

se decidió completar el estudio sobre su expresión en diversos tejidos del ratón a distintas edades. En 

el corazón de ratones de 5 meses de edad no se observaron diferencias en los niveles de las proteínas 

MnSOD y CAT (Figura 9A) lo que concuerda con lo observado previamente en ratones de 10 meses 

(Rivera-Barahona et al., 2017a). Sin embargo, hemos observado una disminución significativa en los 

niveles de GPx1 en el hígado del modelo murino de AP a 10 meses de edad (Figura 9B) que 
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concuerda también con lo obtenido en ratones de 5 meses (Gallego-Villar et al., 2016). La GPx1 es 

una enzima con expresión mayoritariamente hepática y dependiente de selenio (Lei et al., 2016) cuya 

deficiencia en un modelo murino produce un incremento de la peroxidación lipídica y de los niveles 

de H2O2, así como una reducción de la fosforilación oxidativa (Esposito et al., 2000).  

Por otro lado, el aumento del estrés oxidativo tiene un papel relevante sobre la activación de vías 

del proceso de muerte celular (D'Arcy, 2019), lo que contribuye al desarrollo de diversas patologías 

como las neurodegenerativas (Singh et al., 2019) y las cardiovasculares (Xu, T. et al., 2019). Sin 

embargo, pese al aumento de las ROS en el corazón del modelo murino de AP (Gallego-Villar et al., 

2016), estudios previos de nuestro laboratorio mostraron una disminución de la apoptosis en este 

tejido reflejada por la detección de unos niveles reducidos de las proteínas Casp3 y Casp9 que se 

correlaciona con un aumento de la expresión del miR-133a y miR-378 ya que tienen como diana a 

estas caspasas (Chen, Y. et al., 2016, Li, Y. et al., 2018). En este trabajo se analizaron los niveles de 

las caspasas Casp3 y Casp9 en el cerebro del modelo murino, pero no se detectaron diferencias 

significativas en ninguna de ellas (Figura 11). Estos resultados apuntan a la existencia de un 

mecanismo compensatorio del efecto del aumento del estrés oxidativo ya que en el cerebro de estos 

ratones se ha encontrado un aumento de la expresión de miRNAs antiapoptóticos como el miR-124, 

miR-138 y miR-146a (datos no publicados del laboratorio). Existen evidencias que indican que el 

aumento de la expresión de estos miRNAs tiene un efecto protector sobre las funciones neuronales 

al prevenir la muerte celular por apoptosis (Zheng y Zhao, 2018, Dehaini et al., 2019, Yang, W. et 

al., 2019). En concordancia con estas observaciones, que indicarían una menor activación del proceso 

de muerte celular en el ratón hipomorfo de AP, podemos resaltar el análisis de los niveles de CypD, 

proteína inductora de la apertura del MPTP, que aparecen disminuidos en el cerebro y corazón de 

estos ratones (Figura 12). Además de su participación en los procesos de muerte celular, 

recientemente se ha descrito que la CypD tiene una función importante sobre la regulación del 

metabolismo energético (Porter y Beutner, 2018). Asimismo, se ha descrito que la deficiencia en 

CypD reestablece la función mitocondrial de la corteza cerebral y el aprendizaje en un modelo de la 

enfermedad de Alzheimer (Du, H. et al., 2008) y previene la aparición de arritmias cardíacas (Gordan 

et al., 2016). Por todo ello, la deficiencia en CypD podría entenderse como un mecanismo 

compensatorio para tratar de regular el metabolismo energético y mantener las funciones esenciales 

del cerebro y corazón del modelo murino de AP. 

En el caso de la AP, como se ha mencionado anteriormente, las cardiomiopatías que aparecen de 

forma progresiva y tardía suponen una de las mayores causas de mortalidad entre los pacientes 

(Kovacevic et al., 2020). Hasta la fecha, se han propuesto varios mecanismos fisiopatológicos 

responsables de las alteraciones del funcionamiento cardíaco, indicados previamente en la 

introducción. Estudios previos de nuestro laboratorio han mostrado que el modelo murino de AP 

presenta una menor contractilidad marcada por una menor fracción de eyección (Tamayo et al., 2020) 
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y una elevada expresión de marcadores de DCM como aumento del diámetro y de la masa del 

ventrículo izquierdo (Fulgencio-Covian et al., 2020), y disfunción sistólica (Tamayo et al., 2020) y 

diastólica (Fulgencio-Covian et al., 2020). Además, una de las posibles causas de la disfunción 

cardíaca y las arritmias ventriculares en el modelo murino de AP se ha asociado a un mal manejo del 

calcio, ocasionado por la disminución de la actividad de SERCA2a al presentar una mayor oxidación 

debida al aumento del estrés oxidativo en los cardiomiocitos de este modelo (Tamayo et al., 2020).  

Teniendo en cuenta estas observaciones, en este trabajo se quiso investigar qué otras vías celulares 

podrían estar implicadas en el desarrollo de las alteraciones cardíacas en la AP. Tejidos con baja 

renovación celular, como el corazón, son especialmente dependientes de procesos de control de 

calidad que se encarguen de la eliminación de proteínas u orgánulos defectuosos (Qiu et al., 2019). 

Con la edad, se producen una serie de alteraciones en las funciones mitocondriales que dan lugar a 

un aumento del estrés oxidativo que, mantenido en el tiempo, puede llevar al deterioro de estos 

procesos esenciales. Uno de estos procesos es la autofagia y, por ello, el hecho de que las 

cardiomiopatías asociadas a la AP aparezcan frecuentemente de forma progresiva y tardía pone de 

manifiesto la posible implicación del deterioro de la autofagia en su desarrollo. Nuestros estudios en 

el corazón del modelo murino de AP apoyan esta hipótesis al demostrar una disminución de la 

autofagia en el corazón de estos ratones debido a los bajos niveles de la proteína LAMP1 y al aumento 

de la proteína p62 (Figura 13). La alteración del proceso autofágico ha sido ampliamente descrita 

en diversas enfermedades metabólicas (Ryter et al., 2014, Madrigal-Matute y Cuervo, 2016) ya que 

tiene un papel fundamental en el control del metabolismo y del estado energético celular (Herzig y 

Shaw, 2018). Muchas de estas enfermedades, como la diabetes (Tong et al., 2019) o la enfermedad 

lisosomal de Danon (Nascimbeni et al., 2017), cursan con una disfunción cardíaca asociada a 

alteraciones en la autofagia, ya que este proceso juega un papel relevante en el correcto desarrollo 

embrionario del corazón y en el mantenimiento de su actividad a lo largo del tiempo (Mialet-Perez 

y Vindis, 2017). Modelos murinos deficientes en proteínas que participan en la autofagia desarrollan, 

entre otras, alteraciones cardíacas. Entre ellos se encuentra el ratón deficiente en Atg7 que presenta 

un aumento de la masa cardíaca, fibrosis y biogénesis mitocondrial disminuida (Yan et al., 2017) o 

el ratón deficiente en Atg5 que presenta hipertrofia cardíaca y disfunción contráctil junto a niveles 

elevados de proteínas ubiquitinadas, mitocondrias agregadas y sarcómeros desorganizados (Nakai et 

al., 2007).  Al igual que ocurre en otras enfermedades  que se asocian al desarrollo de cardiomiopatías 

(Huang et al., 2019, Ullrich et al., 2019, Caragnano et al., 2019), la disminución del proceso de 

autofagia podría contribuir al desarrollo de las arritmias ventriculares, la disfunción diastólica y la 

DCM observadas en el modelo murino de AP (Tamayo et al., 2020, Fulgencio-Covian et al., 2020). 

Una de las principales vías de regulación de la autofagia es la mediada por el complejo mTORC1 

que actúa de forma negativa sobre su activación (Boutouja et al., 2019). Los resultados de este trabajo 

han mostrado un aumento en los niveles de activación de mTORC1 en el corazón de los ratones 
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hipomorfos (Figura 14) que concuerda con los resultados obtenidos sobre la autofagia. La activación 

de mTORC1, además de tener un efecto negativo sobre la autofagia, también interviene en la 

activación de la síntesis de proteínas y la biogénesis ribosomal por medio de la fosforilación de las 

proteínas S6K y 4EBP1 (Boutouja et al., 2019), lo cual podría estar implicado en el remodelado 

cardíaco que se produce durante la progresión de las cardiomiopatías asociadas a la AP. Además, 

mTORC1 participa en la activación del factor de transcripción SREBP que favorece la activación de 

la lipogénesis (Porstmann et al., 2008) de modo que podría ser una de las causas de la presencia de 

gotas lipídicas observadas en el corazón del modelo murino (Fulgencio-Covian et al., 2020). En el 

corazón, esta acumulación de lípidos se relaciona con una alteración de la transcripción de genes 

reguladores del metabolismo y de la biogénesis mitocondrial que puede ocasionar defectos en la 

contractilidad del corazón (Goldberg et al., 2018).  

Con el objetivo de confirmar el efecto de la alteración de la autofagia sobre el fenotipo cardíaco 

en el modelo murino de AP hemos evaluado el uso de la rapamicina, compuesto natural producido 

por bacterias actinomicetos, que posee propiedades inmunosupresoras, antitumorales, 

neuroprotectoras y cardioprotectoras debido a que inhibe la actividad del complejo mTORC1 (Yoo 

et al., 2017). La rapamicina, o sus análogos, fueron aprobados para el uso como inmunosupresores 

desde el año 2000 y han resultado efectivos como tratamiento inmunosupresor en los trasplantes 

hepáticos (Tedesco-Silva et al., 2019) o de corazón (Zuckermann et al., 2018). También se han 

aprobado como terapia antitumoral (Meng y Zheng, 2015) y se está estudiando su efecto en ensayos 

clínicos para enfermedades neurodegenerativas como la esclerosis lateral amiotrófica (Mandrioli et 

al., 2018). La demostrada eficacia y seguridad de este compuesto ha promovido su uso en otro tipo 

de enfermedades, como las cardiovasculares, debido a la alta implicación de mTORC1 en su 

desarrollo y ha resultado ser efectivo para el tratamiento de distintas alteraciones cardíacas en 

modelos murinos de enfermedad (Das et al., 2014, Fleming et al., 2018, Ma, L. L. et al., 2018). En 

nuestro modelo murino de AP, este tratamiento también ha resultado beneficioso ya que aumenta los 

niveles de autofagia (Figura 17) y reduce el nivel de activación de mTORC1 (Figura 18) y, lo más 

importante, consigue reducir los niveles de marcadores de daño cardíaco (Figura 19). Por ello, el 

éster de rapamicina conocido como temsirolimus, un medicamento aprobado por la FDA con 

propiedades farmacéuticas más favorables y efectos secundarios leves (Roskoski, 2019), podría ser 

una buena opción terapéutica para pacientes con AP que exhiben cardiomiopatía. 

Por otra parte, en este trabajo se ha planteado la evaluación de la expresión de distintos miRNAs 

que podrían estar implicados en el desarrollo del fenotipo cardíaco de la AP. En el sistema 

cardiovascular, la función de los miRNAs es especialmente relevante ya que intervienen en diversos 

procesos fisiológicos como el crecimiento y contractilidad de los cardiomiocitos, el desarrollo y 

mantenimiento del ritmo cardíaco, el metabolismo de lípidos y la angiogénesis. Se ha descrito la 

implicación de diversos miRNAs en el desarrollo de cardiomiopatías como el fallo cardíaco, 
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arritmias o infartos (Wojciechowska et al., 2017). El nivel de estos miRNAs circulantes puede ser 

fácilmente cuantificado y, potencialmente, podrían ser utilizados como biomarcadores de patologías 

cardíacas o como indicadores de la efectividad de un tratamiento (Shah et al., 2017). Además, 

podrían ser usados como dianas terapéuticas mediante la restauración o la inhibición de su función 

(Rupaimoole y Slack, 2017). Sin embargo, todavía hay ciertas limitaciones que impiden su uso como 

biomarcadores de forma rutinaria como son la complejidad de sus mecanismos regulatorios, la 

ubicuidad de la expresión de algunos miRNAs y la falta de protocolos normalizados para su 

extracción y cuantificación (Zhou et al., 2018). En el caso de las terapias basadas en miRNAs, es 

necesario implementar las estrategias para que se realice una entrada segura y estable de forma tejido-

específica y evitando la aparición de off-targets (Rupaimoole y Slack, 2017). 

Estudios previos en el modelo murino de AP se centraron en caracterizar el patrón de expresión 

de diversos miRNAs relacionados con funciones clave en procesos como la apoptosis, la función 

mitocondrial o la respuesta a estrés oxidativo en distintos tejidos del ratón (Rivera-Barahona et al., 

2017b). Para completar este estudio, en este trabajo se ha realizado el análisis de la expresión de la 

familia de miRNAs miR-199a-5p y miR-199b-5p ya que se ha descrito su implicación en el control 

de la autofagia, el metabolismo celular y el remodelado cardíaco (Wang, Q. et al., 2019). Como 

ocurre en la mayoría de los miRNAs analizados en el modelo murino, el miR-199a muestra una 

expresión diferencial en el tejido cardíaco dependiendo de la edad analizada, siendo a 5 meses donde 

se observa un incremento mayor (Figura 15). Se ha descrito que el miR-199a tiene un efecto negativo 

sobre el proceso de la autofagia que se debe a la inhibición directa de GSK3β por parte de este 

miRNA. De este modo, un aumento de la expresión del miR-199a produciría un aumento de la 

actividad de mTORC1 y una disminución de la autofagia (Li, Z. et al., 2017), lo que concuerda con 

los resultados obtenidos en este trabajo. Por otro lado, los niveles del otro componente de esta familia, 

el miR-199b, que participa en la activación de la señalización mediada por NFAT/CaN (da Costa 

Martins et al., 2010), también se encuentran muy elevados en el corazón del modelo murino 

hipomorfo a los 5 meses de edad (Figura 16), lo que podría contribuir, en parte, a la fibrosis y a la 

disfunción sistólica y diastólica observadas en nuestro modelo de AP (Fulgencio-Covian et al., 2020, 

Tamayo et al., 2020), como se ha descrito en otro modelo murino con sobreexpresión de este miRNA 

(Duygu et al., 2017).  

Otra de las dianas del miR-199a es el receptor PPAR-β/δ (el Azzouzi et al., 2013), por lo que un 

aumento en la expresión del miR-199a produciría una disminución de la expresión de Ppard, lo cual 

coincide con lo observado en el corazón del modelo murino de AP (Figura 7B). PPAR-β/δ es el 

regulador principal del metabolismo lipídico y tiene un papel fundamental en el cambio metabólico 

que se produce durante el fallo cardíaco (Han et al., 2017). En el individuo adulto, el continuo 

bombeo del corazón requiere unas altas cantidades de energía que se producen, en un 70%, por la 

oxidación de ácidos grasos mientras que la glucosa, el lactato o los cuerpos cetónicos son fuentes 
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menores de energía. Sin embargo, el corazón fetal se sustenta, principalmente, por el metabolismo 

anaerobio de la glucosa y el lactato. En condiciones de daño cardíaco se produce una reversión a este 

estado fetal caracterizado por la re-expresión de genes fetales, disminución de la oxidación de ácidos 

grasos y aumento de la producción de energía por el metabolismo de la glucosa debido, en parte, a 

la acción de PPAR-β/δ (Palomer et al., 2016). El tejido cardíaco de un modelo murino knockout para 

Ppard presenta una disminución en la expresión de genes relacionados con la β-oxidación lipídica, 

acumulación de lípidos, hipertrofia y disfunción cardíaca (Cheng et al., 2004) y alteraciones en los 

mecanismos de defensa antioxidantes y la biogénesis mitocondrial (Wang, P. et al., 2010). 

Asimismo, un modelo inducible para Ppard ha mostrado aumento de la biogénesis mitocondrial, del 

mtDNA y de los niveles de enzimas antioxidantes, así como de la función cardíaca (Liu et al., 2011). 

Todas estas observaciones indican que, en el modelo murino hipomorfo de AP, la disminución de la 

expresión de Ppard podría tener un papel relevante en la acumulación lipídica y la disfunción 

cardíaca observadas en este modelo. 

En conclusión, este trabajo ha permitido, por un lado, completar el estudio de las vías moleculares 

relacionadas con función mitocondrial, homeostasis redox y muerte celular en el modelo murino de 

AP. Por otro lado, ha descrito la alteración del proceso autofágico como otro posible mecanismo que 

contribuye al desarrollo de cardiomiopatías en la AP y ha demostrado el potencial efecto beneficioso 

que la rapamicina, o derivados de la misma, podrían tener para el tratamiento de esta enfermedad. Y 

finalmente, ha puesto de manifiesto la posible implicación de la desregulación de los miR-199a y 

miR-199b sobre la función cardíaca en el modelo murino hipomorfo debido a la alteración de 

procesos biológicos esenciales como la autofagia y el metabolismo de lípidos. En el futuro, estudios 

centrados en el análisis de la función cardíaca tras el tratamiento con rapamicina, así como 

tratamientos dirigidos contra estos miRNAs o hacia la activación de PPAR-β/δ podrían constituirse 

como estrategias terapéuticas viables para los pacientes AP.  

(Xu, L. y Brink, 2016, Ma, X. et al., 2016, Sciarretta et al., 2018, Xu, T. et al., 2019, Chen, F. et 

al., 2019, Haijes et al., 2019b) 
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2. Generación y caracterización de nuevos modelos celulares

basados en iPSCs para el estudio de la AP 

Como se ha indicado anteriormente, el desarrollo del modelo murino hipomorfo de AP (Guenzel 

et al., 2013) ha supuesto un gran avance para el estudio de esta enfermedad metabólica ayudándonos 

a comprender la fisiopatología y a evaluar el efecto de nuevas terapias; pero, como cualquier modelo 

murino, presenta ciertas limitaciones además del alto coste de mantenimiento y de las implicaciones 

éticas derivadas del uso de un gran número de animales (Hartung, 2008). Aunque la similitud entre 

el genoma murino y humano es muy elevada, se han descrito diferencias tanto a nivel genómico 

(retrotrasposones, reordenamientos genéticos y diferencias en secuencias no codificantes) como a 

nivel de regulación de la expresión génica (splicing alternativo, actividad de los enhancers o 

modificaciones postraduccionales) (Breschi et al., 2017). Esto se traduce en variaciones a nivel de 

composición y abundancia de los diferentes tipos celulares en órganos complejos o en diferencias en 

las funciones metabólicas o inmunológicas (Rydell-Tormanen y Johnson, 2019) lo cual genera una 

gran variabilidad en la interpretación de los resultados. Además, los modelos murinos poseen una 

fármaco y toxicocinética distinta a los humanos (Hartung, 2008) por lo que muchas veces no suponen 

un buen modelo para la predicción de la seguridad, toxicidad o efectos secundarios de un compuesto 

(Wendler y Wehling, 2010).  

Actualmente, en los ensayos preclínicos de fármacos se recomienda el uso de modelos in vitro 

con un contexto celular humano y, en este sentido, las células iPSCs presentan ciertas ventajas ya 

que proporcionan el fondo genético del paciente y suponen una fuente ilimitada de material biológico 

para el estudio de la fisiopatología y la efectividad de los tratamientos (Karagiannis et al., 2019). 

Para crear nuevos modelos celulares de enfermedad en la AP, en este trabajo se han generado de 

forma exitosa dos líneas de iPSCs mediante la reprogramación de los fibroblastos de dos pacientes 

con mutaciones en los genes PCCA y PCCB. El método elegido para la reprogramación ha sido el 

basado en el virus Sendai ya que presenta una serie de ventajas frente a otros procedimientos: (i) es 

un vector seguro ya que no es un virus patogénico para los humanos; (ii) es un virus no integrativo 

que se replica en el citoplasma con lo que el material genético viral se diluye tras sucesivos pases en 

cultivo; (iii) puede infectar diversos tipos celulares ya que su entrada está mediada por el receptor 

del ácido siálico; y (iv) presenta una alta eficiencia de reprogramación (Haridhasapavalan et al., 

2019). Nuestros resultados han evidenciado la seguridad y eficacia del método utilizado para generar 

dos líneas de iPSCs, PCCA y PCCB, genética y genómicamente estables, pluripotentes y con 

capacidad de diferenciación in vitro a las tres capas germinales (Figuras 24-35). Esta caracterización 

es necesaria para poder llevar a cabo su registro en el Banco Nacional de Líneas Celulares del ISCIII 

y para poder comparar de forma imparcial y objetiva los resultados obtenidos al trabajar con varias 

líneas iPSCs diferentes (Marti et al., 2013).  
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2.1| Generación de iAs y iNs para el estudio de las alteraciones 

neurológicas en la AP 

Las complicaciones neurológicas como convulsiones, trastornos del movimiento, anormalidades 

de los ganglios basales, síntomas extrapiramidales, atrofia cerebral, etc., son frecuentes en la AP y, 

aunque a menudo se asocian con el número de crisis metabólicas que experimentan los pacientes, es 

probable que haya un daño adicional como resultado de otros mecanismos fisiopatológicos (Wajner, 

2019). Como ya se ha comentado, nuestro laboratorio ha descrito la implicación de la disfunción 

mitocondrial, alteración de la homeostasis redox y desregulación de miRNAs en el desarrollo de 

estas alteraciones a nivel molecular en el modelo murino hipomorfo de AP (Gallego-Villar et al., 

2016, Rivera-Barahona et al., 2017b). 

Hasta la fecha, se han elaborado múltiples protocolos de diferenciación de las iPSC a iNs o iAs 

o, incluso, por inducción directa desde los fibroblastos del paciente, que permiten la obtención de 

células con características similares a las presentes en el individuo adulto (Mertens et al., 2018). Esto 

ha permitido el modelaje de diversas enfermedades neurodegenerativas y el desarrollo de nuevos 

compuestos terapéuticos para su tratamiento (Wu, Y. Y. et al., 2019). Con objeto de poder 

caracterizar el fenotipo celular neurológico de la AP en un contexto humano, en este trabajo se han 

generado dos nuevos modelos celulares humanos de enfermedad basados en la diferenciación de las 

iPSCs PCCA a iAs y iNs GABAérgicas. 

Un porcentaje alto de los pacientes AP desarrollan alteraciones neurológicas, especialmente en el 

estriado, que se detectan por resonancia magnética y son las responsables de las alteraciones en el 

movimiento (Pena et al., 2012). Se postula que el estriado puede ser una de las zonas más afectadas 

por su alto requerimiento energético y su alta vulnerabilidad al estrés oxidativo. Además, estudios 

previos han mostrado un aumento del GABA extracelular mediado por la inhibición que produce el 

propionato sobre la enzima encargada de su degradación (Morland et al., 2018), lo que sugiere una 

alteración en la actividad sináptica mediada por GABA. Por ello, en este trabajo hemos elegido un 

protocolo (Yang, N. et al., 2017) que permite la generación de una población heterogénea de 

neuronas exclusivamente GABAérgicas, que son de las que se compone mayoritariamente el estriado 

(Calabresi et al., 2014). Es importante resaltar la importancia de los cocultivos de neuronas y 

astrocitos para conseguir un fenotipo neuronal más maduro y aumentar la supervivencia celular 

(Odawara et al., 2014). También se han observado cambios a nivel de las propiedades 

electrofisiológicas de las neuronas ya que, cultivadas en presencia de los astrocitos, presentan una 

frecuencia mayor de generación de potenciales de acción y la población se encuentra más 

sincronizada eléctricamente (Kayama et al., 2018). Hasta ahora, los astrocitos utilizados en los 

cocultivos eran los obtenidos a partir de muestras de ratones o ratas (Odawara et al., 2014), pero el 

desarrollo de protocolos que permiten la rápida generación de iAs a partir de iPSCs humanas ha 
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permitido su uso rutinario para la generación de modelos de enfermedad más fiables. Esto ha 

supuesto un gran avance para la investigación ya que los astrocitos humanos presentan grandes 

diferencias respecto a los del ratón tanto a nivel estructural como de funcionalidad (Zhang et al., 

2019). En el caso de la AP, se postula que los astrocitos pueden ser especialmente vulnerables a los 

efectos de la acumulación del propionil-CoA ya que, aunque el propionato entra en las células por 

medio de transportadores de monocarboxilatos que se encuentran presentes tanto en neuronas como 

en células gliales, la conversión del propionato en propionil-CoA mitocondrial solo se produce en 

las células gliales (Nguyen et al., 2007). Además, los astrocitos son especialmente vulnerables a los 

daños producidos por aumento de los niveles de amonio (Heidari, 2019), lo cual es un rasgo 

bioquímico común en los pacientes AP, especialmente al producirse crisis metabólicas (Haberle et 

al., 2018). Por ello, en este trabajo hemos elegido un protocolo de generación de iAs que permite la 

obtención de una población homogénea con características similares a las de los astrocitos humanos 

adultos (Canals et al., 2018). 

Una vez comprobado que los iAs e iNs generados expresaban marcadores específicos de 

astrocitos y neuronas, respectivamente (Figuras 37 y 38), quisimos comenzar a evaluar su perfil 

bioenergético. El cerebro es un órgano muy activo que utiliza el 20% de la glucosa y el oxígeno 

consumidos en el organismo, aunque, en determinadas condiciones, también puede utilizar los 

cuerpos cetónicos como sustrato energético (Jha y Morrison, 2018). Las mitocondrias neuronales son 

especialmente susceptibles al estrés oxidativo ya que poseen un metabolismo energético muy alto y, 

por lo tanto, se generan grandes cantidades de ROS. Además, contienen muchos ácidos grasos 

insaturados que son especialmente vulnerables a las ROS y, durante su oxidación, se genera un 

subproducto que puede inhibir la función de proteínas como las de la CTE (Raefsky y Mattson, 

2017). Estas alteraciones pueden llevar a la activación de procesos de muerte celular que contribuyen 

a la aparición de enfermedades neurodegenerativas (Chi et al., 2018), a los procesos inflamatorios 

del cerebro (Morris et al., 2018) y al desarrollo del cerebro inmaduro (Robertson et al., 2009). 

Nuestros resultados del análisis de la OCR mostraron una menor tasa de respiración mitocondrial en 

las iNs del paciente respecto a varios de los parámetros analizados en comparación con los del control 

(Figura 40), posiblemente debida al efecto negativo de la acumulación de metabolitos tóxicos y ROS 

sobre la función de los complejos de la CTE (Wongkittichote et al., 2017). Sin embargo, los iAs del 

paciente no han mostrado diferencias significativas respecto a los del control en ninguno de los 

parámetros relacionados con la respiración mitocondrial analizados (Figura 39). Esto podría deberse 

a las diferencias en su perfil metabólico ya que las neuronas obtienen la energía, predominantemente, 

por el metabolismo oxidativo de la glucosa mientras que los astrocitos lo hacen por glicolisis 

(Magistretti y Allaman, 2015). Aunque los astrocitos poseen mitocondrias, normalmente no son 

activas en la producción de energía ya que, en condiciones basales, se ha observado una inhibición 

138



Discusión 

de la enzima que regula la entrada del piruvato al ciclo de Krebs, etapa esencial para el inicio de la 

respiración mitocondrial (Halim et al., 2010).  

Para comprobar las propiedades electrofisiológicas de las iNs generadas se utilizaron cocultivos 

de 4 semanas de diferenciación que mostraron que los cocultivos Control y PCCA mostraban 

propiedades pasivas similares (Figura 41) lo cual nos permite comparar entre ellas los resultados 

obtenidos. Para evaluar el efecto de la ausencia de PCC sobre las corrientes GABAérgicas se 

analizaron las PSCs GABAérgicas mediante la inhibición de los receptores de glutamato NMDA y 

AMPA y, para confirmar que se trataban de corrientes producidas exclusivamente por el 

neurotransmisor GABA, se usó un inhibidor del receptor de GABA. Los resultados preliminares 

mostraron una amplitud y tiempo de decaimiento similares en ambos casos, mientras que la 

frecuencia de las PSCs GABAérgicas en los cocultivos PCCA aparece disminuida, aunque de forma 

no significativa, frente a los Control (Figura 42). La falta de significancia estadística en este 

experimento podría deberse al bajo número de réplicas biológicas analizadas, con lo que sería 

conveniente repetirlo con un mayor número de muestras. Estos resultados sugieren que las iNs PCCA 

podrían tener reducida la formación de sinapsis, como se ha descrito que sucede en otras 

enfermedades con deficiencias cognitivas, como Parkinson (Zhai et al., 2018), enfermedad de 

Alzheimer (Pickett et al., 2018) o esclerosis lateral amiotrófica (Henstridge et al., 2018). La menor 

formación de sinapsis en las iNs PCCA podría deberse a la deficiencia en el metabolismo energético 

ya que la mayor parte de la energía consumida por el cerebro se destina a la actividad eléctrica de las 

neuronas. Patologías que se caracterizan por un metabolismo energético disminuido muestran 

alteraciones en la excitabilidad neuronal y en la transmisión sináptica y, generalmente, presentan 

síntomas como discapacidad intelectual, convulsiones, desórdenes del movimiento, etc. (Oyarzabal 

y Marin-Valencia, 2019). Por otro lado, sería interesante realizar los mismos análisis en cocultivos 

con un mayor tiempo de diferenciación, ya que se ha descrito que la maduración de las sinapsis 

sucede de forma progresiva y cultivos de 7 semanas de diferenciación presentan mayor frecuencia y 

amplitud de las PSCs GABAérgicas (Yang, N. et al., 2017). 

En resumen, en este trabajo se han generado de forma exitosa dos nuevos modelos celulares 

humanos de AP que van a permitir el estudio en mayor profundidad de las alteraciones neurológicas 

de esta enfermedad. Estudios preliminares han mostrado una deficiencia en el metabolismo 

energético en las iNs del paciente que se correlaciona, aparentemente, con una menor formación de 

sinapsis. Estudios futuros son necesarios para una mejor caracterización del perfil bioenergético y de 

la homeostasis redox en los iAs e iNs generados, así como evaluar los niveles de neurotransmisores 

y la calidad y funcionalidad de las sinapsis. 
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2.2| Generación de iCMs para el estudio de las alteraciones cardíacas 

en la AP 

Como se ha comentado anteriormente, el desarrollo del modelo murino hipomorfo (Guenzel et 

al., 2013) ha supuesto un buen modelo para el estudio de la fisiopatología de la AP permitiendo la 

caracterización de algunos aspectos relacionados con la patología cardíaca (Fulgencio-Covian et al., 

2020, Gallego-Villar et al., 2016, Rivera-Barahona et al., 2017b, Tamayo et al., 2020). Sin embargo, 

los modelos murinos presentan limitaciones, aparte de las ya indicadas, en el estudio de las 

alteraciones cardíacas ya que el corazón de los ratones difiere considerablemente del humano tanto 

a nivel estructural (Wessels y Sedmera, 2003) como a nivel de frecuencia del ritmo cardíaco (en 

ratones es de 400-600 latidos/minuto), manejo del calcio y corrientes iónicas (Breckenridge, 2010). 

Otra de las diferencias más importantes consiste en que los ratones poseen una mayor tasa metabólica 

y una mayor producción de ROS que se correlaciona con cambios anatómicos, fisiológicos y 

bioquímicos que afectan al sistema cardiovascular (Perlman, 2016, Rydell-Tormanen y Johnson, 

2019). También hay diferencias en la composición de las isoformas de las miosinas cardíacas ya que 

en ratones la forma predominante es la α-MHC y en humanos, la β-MHC (Nakamura y Sadoshima, 

2018). Por otro lado, en los estudios con ratones es importante tener en cuenta el sexo ya que se han 

descrito diferencias a nivel de expresión de canales, de frecuencia de latido y de la duración del 

potencial de acción en función de si son hembras o machos (Blenck et al., 2016).  

Con el objetivo de generar modelos celulares humanos para el estudio de las patologías cardíacas 

asociadas a la AP, en este trabajo se ha llevado a cabo la diferenciación de iPSCs de dos pacientes 

AP a iCMs utilizando un protocolo ampliamente validado (Lian et al., 2013). La línea de iPSCs 

PCCA proviene de un paciente AP que aún no ha desarrollado ninguna sintomatología cardíaca, 

mientras que el paciente de la línea PCCB desarrolló DCM desde la infancia. Por ello, una vez 

comprobada la correcta diferenciación de ambas líneas (Figura 44) se planteó llevar a cabo la 

caracterización molecular y funcional para poder establecer diferencias entre ellas. En este trabajo, 

solamente se ha realizado la caracterización de los iCMs PCCA pero, en un futuro próximo, se 

completará el estudio analizando los mismos parámetros en la línea PCCB. 

La evaluación del perfil bioenergético de los iCMs PCCA mostró una disminución de la 

respiración mitocondrial respecto a los del control en varios de los parámetros analizados (Figuras 

46 y 47). Este resultado puede estar relacionado con el cambio metabólico que se produciría durante 

el desarrollo de alteraciones cardíacas y que consiste en la reducción de la producción de energía por 

parte de la mitocondria y el aumento del metabolismo anaeróbico glucolítico (Ulmer y Eschenhagen, 

2020). Sin embargo, el análisis del nivel de proteínas de complejos que forman parte de la CTE 

codificados por el DNA nuclear, no mostró diferencias, exceptuando la ATP5G, cuyos niveles 

aparecen disminuidos en los iCMs del paciente (Figura 48A). Cabe destacar que el análisis de la 
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expresión a nivel de mRNA de dos genes que forman parte de los complejos CI y CIII y que se 

encuentran codificados en el mtDNA sí que mostraron una disminución de la expresión en los iCMs 

PCCA (Figura 48B). Este resultado podría deberse a una depleción del mtDNA como la observada 

en tejidos de pacientes (Yano et al., 2003, Schwab et al., 2006, de Keyzer et al., 2009) y en el corazón 

del modelo murino (Gallego-Villar et al., 2016), por lo que sería necesario realizar más estudios para 

confirmar esta hipótesis.  

La disminución de la fosforilación oxidativa y de la expresión de genes de la CTE puede deberse 

a una menor tasa de biogénesis mitocondrial que viene determinada por una disminución de la 

expresión de genes clave para este proceso como PPARGC1A, ESRRA y NRF1 en los iCMs del 

paciente (Figura 49). Se ha descrito que PGC-1α tiene un papel cardioprotector en condiciones de 

estrés ya que modelos murinos deficientes en esta proteína no muestran alteraciones mitocondriales 

en condiciones basales, pero en condiciones de estrés como en sobrecarga de presión, se produce una 

aceleración de la disfunción cardíaca debido a una menor función y biogénesis mitocondrial (Arany 

et al., 2006). Además, se ha descrito que la señalización PGC-1/ERR aparece disminuida en 

corazones humanos en las etapas finales de fallo cardíaco mostrando disfunción metabólica y menor 

capacidad oxidativa (Gupte et al., 2014). En modelos de fallo cardíaco también se ha observado una 

disminución del metabolismo de lípidos que viene determinada por una menor actividad del eje PGC-

1/PPAR (Schulze et al., 2016); sin embargo, en los iCMs del paciente esto no se ha confirmado ya 

que el análisis de la expresión de distintos genes implicados en el metabolismo de lípidos ha mostrado 

un incremento a nivel de mRNA de la mayoría de ellos (Figura 50), quizás debido al estadio 

preliminar de maduración de los cardiomiocitos generados (ver más abajo).  

En cuanto a la evaluación de la homeostasis redox, el análisis de los niveles de ROS en los iCMs 

PCCA no mostró aumento ni de las ROS intracelulares generales ni del superóxido mitocondrial 

(Figura 52). En concordancia con estos resultados, en los iCMs PCCA no se ha observado un 

incremento de la activación de la ruta de estrés mediada por JNK y p38 respecto a los iCMs Control 

(Figura 53). Por otro lado, el análisis de los niveles de enzimas antioxidantes mostró una 

disminución de CAT en los iCMs PCCA mientras que no se observaron diferencias en los niveles de 

GPx1 y MnSOD (Figura 54). Una menor expresión de CAT en el tejido cardíaco se relaciona con la 

aparición de cardiomiopatías asociadas a diabetes (Wang, X. et al., 2017) e hipertensión (Movahed 

et al., 2012). En un futuro, sería interesante estudiar la homeostasis redox en los iCMs del paciente 

PCCB, que presenta cardiomiopatía, para poder comparar y comprender en mayor profundidad estos 

resultados. 

El análisis por microscopía electrónica de los iCMs generados reveló un aumento de vesículas 

con material de degradación en los iCMs PCCA (Figura 55), lo que podría sugerir una alteración 

del proceso autofágico como hemos descrito que sucede en el modelo murino de AP. Sin embargo, 
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el análisis del nivel de proteínas de los marcadores autofágicos p62 y LAMP1 no ha mostrado 

diferencias entre los iCMs PCCA y Control (Figura 56A) lo que concuerda con los resultados 

obtenidos sobre la vía de mTORC1, ya que solo aparece aumentado el nivel de proteína S6 

fosforilada en los iCMs del paciente (Figura 56B). Esta proteína es indispensable para que se lleve 

a cabo el inicio de la síntesis de proteínas en los ribosomas (Tavares et al., 2015) y, por ello, en este 

trabajo se llevó a cabo el análisis a nivel de expresión de mRNA de distintos factores implicados en 

la biogénesis ribosomal, lo que mostró un aumento de la expresión de todos los genes analizados 

(Figura 57). La biogénesis ribosomal constituye el proceso más complejo y regulado de una célula 

por lo que alteraciones en cualquiera de sus etapas produce consecuencias fatales en el organismo 

(Piazzi et al., 2019). La función ribosomal tiene un papel fisiológico relevante para el desarrollo de 

la musculatura del organismo pero, su activación exacerbada, puede llevar a fenotipos patológicos 

como la hipertrofia muscular esquelética (Figueiredo y McCarthy, 2019). Alteraciones en este 

proceso también se han asociado con el desarrollo de patologías como la isquemia/reperfusión 

cardíaca (Cao et al., 2017) o las cardiomiopatías asociadas a diabetes (Zhao et al., 2017), por lo que 

el aumento de la biogénesis ribosomal en nuestro modelo celular de AP podría tener un papel 

relevante en el remodelado cardíaco asociado a patología.  

En el tejido cardíaco, el RE forma una estructura específica conocida como retículo sarcoplásmico 

(RS) que tiene un papel fundamental en la regulación de las corrientes de calcio (Silva-Palacios et 

al., 2020). Por ello, alteraciones en el RS son causantes de la aparición de arritmias debido a un 

aumento de la sensibilidad del calcio que produce una disminución de la duración de los potenciales 

de acción y de la amplitud de la corriente de calcio sistólica (Smith y Eisner, 2019). Los resultados 

de este trabajo han mostrado un aumento de los niveles de proteínas que forman parte de las MAMs 

en los iCMs del paciente (Figura 58A) indicando una desregulación de las interacciones entre las 

mitocondrias y el RS que podría estar afectando a las corrientes de calcio y, por tanto, a la 

contractilidad. Estudios futuros para el análisis de los niveles de calcio nos proporcionarán 

información acerca de la posible alteración de la homeostasis del calcio en los iCMs del paciente. 

Además, las MAMs tienen un papel relevante en el control de las funciones metabólicas ya que 

influyen en la activación de enzimas del ciclo de Krebs y de la respiración mitocondrial, por lo que 

su alteración está relacionada con el desarrollo de diversas enfermedades metabólicas (Tubbs y 

Rieusset, 2017). De hecho, se ha descrito que el aumento de las MAMs induce la aparición de 

cardiomiopatías en modelos murinos de diabetes por la alteración de la homeostasis del calcio y la 

disfunción mitocondrial (Wu, S. et al., 2019). En concordancia con estos resultados, también hemos 

observado un aumento del nivel de proteínas y de la expresión de genes implicados en la respuesta a 

estrés del RE, la UPR, en los iCMs del paciente (Figuras 58B y 58C). La activación de esta respuesta 

produce cambios transcripcionales y postraduccionales que conllevan la reducción de la síntesis 
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global de proteínas, el aumento del ensamblaje de proteínas en el RE y la degradación de proteínas 

mal plegadas de forma que puede alterarse la función y contractilidad cardíaca (Li, J. et al., 2019). 

Por último, el análisis de la expresión de distintos miRNAs que regulan funciones importantes de 

la fisiología cardíaca mostró una disminución de la expresión de los miRNAs miR-1a, miR-133a, 

miR-30c, miR-23a, miR-378, miR-208a y miR-499 en los iCMs PCCA (Figura 59A). Modelos de 

fallo cardíaco se caracterizan por una disminución de la expresión de los miR-1a, miR-133a y miR-

30c, entre otros (Raut et al., 2016, Wojciechowska et al., 2017). Los bajos niveles de los miR-1a y 

miR-133a se relacionan con alteraciones en la actividad cardíaca que dan lugar a la aparición de 

arritmias y, además, destacan por su papel cardioprotector ya que son antihipertróficos, antifibróticos 

y antiinflamatorios (Luo et al., 2018, Kambis et al., 2019). Sin embargo, el miR-23a está implicado 

en la inducción de la hipertrofia y la apoptosis en el tejido cardíaco (Du, J. et al., 2019) con lo que la 

disminución de su expresión podría tener un efecto cardioprotector. Y, en el caso del miR-378, se ha 

descrito que, entre otras funciones, actúa como regulador negativo de la respuesta a estrés del RE 

(Wang, Y. et al., 2018) por lo que la disminución de su expresión en los iCMs PCCA podría ser 

responsable, en parte, del aumento del estrés del RE observado. Estos resultados coinciden, en parte, 

con los obtenidos en muestras de plasma de pacientes AP (Fulgencio-Covian et al., 2020, Rivera-

Barahona et al., 2017b), que difieren de los obtenidos en el corazón del modelo murino, donde la 

mayoría de estos miRNAs aparecen aumentados (Fulgencio-Covian et al., 2020). Estas diferencias 

podrían deberse a los distintos mecanismos de regulación génica que poseen ratones y humanos 

(Breschi et al., 2017). Por otro lado, el análisis de la expresión de distintos marcadores relacionados 

con fallo cardíaco no mostró diferencias, exceptuando Myh7 que presentó una expresión disminuida 

en los iCMs PCCA (Figura 59B) que podría deberse a la disminución de la expresión del miR-208a 

ya que es el encargado de regular su expresión, y que se correlaciona también con niveles de 

expresión disminuidos del miR-499 (van Rooij et al., 2009).  

Por último, es interesante resaltar que la mayor limitación del uso de iCMs para el modelaje de 

enfermedades es que los protocolos actuales, aunque poseen una alta eficiencia, producen iCMs con 

un bajo nivel de maduración que se refleja en sus propiedades electrofisiológicas y ultraestructurales 

y en que poseen un metabolismo mayoritariamente glucolítico (Machiraju y Greenway, 2019). Pese 

a ello, los iCMs se han utilizado de forma exitosa para el modelaje de distintas enfermedades 

cardiovasculares como arritmias, DCM y cardiomiopatías asociadas a enfermedades mitocondriales 

(Chun et al., 2018, Ulmer y Eschenhagen, 2020). En la actualidad se están desarrollando numerosos 

protocolos para mejorar la maduración de los iCMs basados en la estimulación eléctrica del cultivo, 

crecimiento sobre diferentes sustratos, desarrollo de cultivos en 3D, activación de vías de 

señalización importantes para la cardiomiogénesis, etc. (Machiraju y Greenway, 2019). En nuestro 

laboratorio se está poniendo a punto un protocolo de maduración basado en la suplementación del 

medio de cultivo con hormona tiroidea T3 y dexometasona y el posterior crecimiento de los iCMs 
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en líneas de Matrigel® de 0,4-0,8 mm de grosor (datos no mostrados) (Feaster et al., 2015, Parikh et 

al., 2017). Además, se quiere implementar otro protocolo basado en la suplementación del medio de 

cultivo con Torin1 que es un inhibidor de la vía de mTOR (Garbern et al., 2020). Una vez puestos a 

punto estos protocolos, se repetirán los experimentos aquí expuestos para completar el estudio en 

cardiomiocitos maduros.  

En conclusión, este trabajo ha permitido la generación de dos nuevos modelos celulares humanos 

que van a permitir el estudio a nivel celular de vías implicadas en el desarrollo de las cardiomiopatías 

asociadas a la AP y el testaje de nuevas aproximaciones terapéuticas en un fondo genético humano 

paciente-específico. Además, la caracterización de los iCMs PCCA ha revelado la posible 

implicación de la disfunción mitocondrial y del RE, la alteración de la expresión de distintos miRNAs 

y la desregulación de la biogénesis mitocondrial y ribosomal en el desarrollo de las alteraciones 

cardíacas. Estudios futuros para analizar las propiedades electrofisiológicas y las corrientes iónicas 

en los iCMs generados son necesarios para completar su caracterización, así como el análisis de 

nuevas terapias basadas en el uso de compuestos que aumenten la biogénesis o la función 

mitocondrial.  
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Conclusiones

1 Los análisis realizados en el modelo murino hipomorfo de AP han permitido completar el estudio

sobre la implicación de la disfunción mitocondrial y la homeostasis redox en el desarrollo de esta 

patología. 

2 La reprogramación de fibroblastos de pacientes AP ha permitido la obtención de dos líneas de

iPSCs portadoras de mutaciones en los genes PCCA y PCCB que cumplen con los criterios 

morfológicos, moleculares y funcionales de células pluripotentes, así como de estabilidad 

genética y genómica.  

3 La diferenciación de las iPSCs a iCMs, iAs y iNs GABAérgicas ha permitido la obtención de

nuevos modelos celulares humanos relevantes para el estudio de las alteraciones cardíacas y 

neurológicas asociadas a la AP que suponen una herramienta indispensable para el análisis de 

nuevos compuestos terapéuticos. 

4 Nuestros resultados han profundizado en los mecanismos moleculares relacionados con las

alteraciones cardíacas y neurológicas, tanto en el modelo animal como en los celulares, 

identificando nuevos procesos implicados en la fisiopatología de la AP que, en un futuro, podrían 

considerarse como posibles dianas terapeúticas. 

5 El tratamiento con rapamicina en el modelo murino de AP ha mostrado efectos beneficiosos sobre

el proceso de autofagia y el daño cardíaco por lo que este compuesto, o sus derivados, podrían 

considerarse buenos candidatos para prevenir o retrasar el desarrollo de las alteraciones cardíacas 

asociadas a esta enfermedad. 
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Conclusions

1 The analyses performed in the hypomorphic murine model of PA have completed the study about

the involvement of mitochondrial dysfunction and redox homeostasis in the pathophysiology of 

this disease. 

2 The reprogramming of PA patients’ fibroblasts has permitted the generation of two iPSCs lines

with mutations in PCCA and PCCB genes that meet the morphological, molecular and functional 

characteristics of pluripotent cells, along with genetic and genomic stability.  

3 iPSCs differentiation to iCMs, iAs and GABAergic iNs has proved to be an efficient method for

obtaining new human disease models relevant for the study of cardiac and neurological alterations 

related to PA and for the analysis of new therapeutic compounds. 

4 Our results have provided deeper insight into the molecular mechanisms related to cardiac and

neurological alterations, both in the murine and cellular models, identifying novel pathological 

pathways underlying disease progression that, in the future, may be considered as therapeutic 

targets. 

5 Rapamycin treatment in the PA murine model has proved to have a beneficial effect reverting the

autophagic alterations and cardiac damage. This compound, or its derivatives, may be an 

attractive therapeutic option for the prevention or the delay of PA-related cardiac alterations.  
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the patient's fibroblasts (Supplementary Fig. S1B). The iPSC line also
displayed a normal karyotype (46, XX) aftermore than twenty culture pas-
sages (Fig. 1E). Expression of key pluripotency genes was observed both at
RNA level (transcription factors OCT4, SOX2, REX1, NANOG, CRIPTO and
KLF4) by qRT-PCR (Fig. 1F), as well as at protein level (transcription factors
OCT4, NANOG and SOX2, and surfacemarkers SSEA3, SSEA4, TRA-1-60 and
TRA-1-81) by immunocytochemistry (Fig. 1G) and flow cytometry analysis
(Fig. 1H). In addition, methylation analysis of the promoters of the

http://topics.sciencedirect.com/topics/page/RNA
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pluripotency associated genes, OCT4 andNANOG, revealed a heavymethyl-
ation in the original fibroblasts and an almost complete demethylation in
the iPSC line (Fig. 1I). Finally, the cells had the capacity to form derivatives
of all threegerm layers (endoderm,mesodermandectoderm)uponembry-
oid body differentiation (Fig. 1J, Table 1).
Materials and methods

Non-integrative reprogramming of mutant PCCA fibroblasts into iPSC

The present study included available fibroblasts from a PA patient
with defects in the PCCA gene. Experimental protocols were approved
by the Institutional Ethical Committee of the Universidad Autónoma
deMadrid according to Spanish and European Union legislation, and in-
formed consent was obtained from the legal care-givers. Patient-de-
rived fibroblasts were cultured under standard conditions in MEM
supplementedwith 10% fetal bovine serum, 200mMglutamine and an-
tibiotics. Fibroblasts were reprogrammed using the CytoTune™ iPS 2.0
Sendai Reprogramming kit (Life Technologies) following the
manufacturer's instructions. iPSCs were maintained and expanded
both on feeder layers and on feeder-free layers. In the first case,
human fibroblasts feeders were mitotically inactivated by gamma irra-
diation (80 Gy). iPSCs were cultured on top of irradiated human fibro-
blasts changing every day the iPSC medium containing: knockout
DMEM (Life Technologies), 10% knockout serum replacement (Life
Technologies), 0.5% human serum albumin (Grifols), 2 mM Glutamax
™ (Life Technologies), 100 μM non-essential amino acids (Lonza), 100
μM β-mercaptoethanol (Life Technologies), 50 U/ml penicillin,
50 mg/ml streptomycin (Life Technologies) and 10 ng/ml bFGF
(Peprotech). For the propagation of iPSC, mechanical procedures were
applied using a “stripper” micropipette and 150 μm tips (Mid Atlantic)
to carefully lift and aspirate the colony. iPSC were also adapted and cul-
tured in feeder-free conditions on Matrigel® (Corning) using iPSC con-
ditioned medium and, in this case, for the iPSC propagation the
enzymatic procedure StemPro® accutase® (Gibco by Life Technologies)
was used. iPSC conditioned medium was obtained from feeder layers,
supplemented with 10 ng/ml bFGF and filtered.
Phosphatase alkaline analysis

iPSC colonies were picked and plated onto a P-100 plate with
feeders. After six days, direct phosphatase alkaline activity was deter-
mined using the Phosphatase Alkaline Blue Membrane Substrate Solu-
tion kit (Sigma-Aldrich) following manufacturer's instructions.
Detection of Sendai virus genome and transgenes

After 8 passages, iPSC linewas tested for Sendai virus (SeV) residues.
Total RNAwas isolated using TRIzol® Reagent (Life Technologies) and 1
μg of RNA was retrotranscribed using NZY First-Strand cDNA Synthesis
kit (NZY Tech). RNA from the transduced cell pool at passage zero was
used as positive control. PCRwas performed using the primers indicated
in Table 2 and following the instructions as recommended by the
manufacturer.
Fig. 1. Generation and molecular and functional characterization of the PCCA23-FiPS4F8 iPSC
reprogramming. (B) Alkaline phosphatase enzymatic activity staining (right) and unstained
and Sendai virus vectors. C+: transduced cell pool at passage zero; C–: non-templa
p.(Cys616_Val633del) (top) and MLPA analysis showing the deletion of exons 17 and 18 (
analysis. (F) qPCR showing the relative gene expression of the endogenous pluripotency ass
analysis with typical embryonic stem cell markers such as transcription factors OCT4, NANOG
μm. (H) Expression analysis of pluripotent markers (SSEA4, TRA-1-81 and TRA-1-60) by flow
horizontal row of circles represents the methylation status of each CpG in one clone. Ope
Immunofluorescence analysis with specific markers of all three primary germ layers after in
ectoderm: β-III-Tubulin Tuj1; scale bars: 50 μm.
Mutation analysis

Genomic DNA from the patient-derived fibroblasts and iPSCs was
isolated using MagNA Pure Compact DNA Isolation kit and MagNA
Pure Compact instrument (Roche). Subsequently, amplification by PCR
of the PCCA region containing the c.1899+4_1899+7delAGTA;
p.(Cys616_Val633del) mutation was carried out using the primers indi-
cated in Table 2, and amplified PCR fragments were sequenced in an
ABI3730 sequencer (Applied Biosystems). Detection of c.1430−
?_1643+?del; p.(Gly477Glufs*9) mutation was performed using the
SALSAMLPA P278-C1-PCCA probemix (MRC-Holland) for copy number
detection.
Karyotype analysis

Karyotype analysis of the iPSC line was carried out using cells with
more than twenty culture passages which were processed using stan-
dard cytogenetic techniques. Briefly, cells were treated with 10 μg/ml
of Colcemid® Solution (Irvine Scientific) for 90min at 37 °C, dissociated
by accutase, treated with hypotonic solution and fixed with Carnoy's
fixative. Cells were then dropped on a microscope glass slide and
dried. Metaphase cells were G banded using Wright staining. At least
20 metaphases were karyotyped. Karyotype analysis was performed at
Instituto de Genética Médica y Molecular del Hospital Universitario de
La Paz, Madrid, Spain.
Quantitative PCR analysis

Total RNA from the fibroblasts and iPSCs was isolated using TRIzol®
Reagent (Life Technologies). RT-PCR was performed using High Capaci-
ty RNA to cDNA kit (Applied Biosystems), and real-time PCR was per-
formed using SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems) and
LightCycler 480 instrument (Roche), at Parque Científico de Madrid,
Campus de Cantoblanco, UAM, Madrid, Spain. Amplification efficiency
and sample-to-sample variation were normalized by monitoring
GAPDH. The expression levels of several pluripotency associated genes
(OCT4, SOX2, REX1, NANOG, CRIPTO and HLF4) were quantified. Primer
sequences were described by (Aasen et al., 2008) (Table 2).
Immunofluorescence analysis

iPSC were grown on feeder layers on 15 μ-Slide 8 well culture plates
(Aasen et al., 2008) and fixed with Formaline Solution 10% (Sigma-Al-
drich). The following antibodies were used: TRA-1-60 (Millipore;
MAB4360; 1:200); TRA-1-81 (Millipore; MAB4381; 1:200); SOX2
(Thermo Scientific, PA1-16968, 1:100); NANOG (RD Systems, AF1997,
1:25); SSEA-4 (DSHB, MC-813-70, 1:3); SSEA-3 (DSHB, MC-631, 1:3);
OCT4 (Santa Cruz Biotechnology, sc-5279, 1:60); β-III Tubulin Tuj1
(Covance, MMS-435P, 1:500); α-1 Fetoprotein (Dako, A0008, 1:400);
α-Smooth muscle actin (Sigma-Aldrich, A5228, 1:400) (Table 2). Sec-
ondary antibodies used were from Alexa Fluor Series from Jackson
Immunoresearch, Thermo Fisher Scientific and Invitrogen (1:200)
(Table 2). For nucleus staining DAPI (Invitrogen, 1:10,000) was used.
Images were taken using a Zeiss confocal microscope.
line. (A) Typical embryonic stem cell-like colony morphology obtained after fibroblasts
iPS colony (left). (C) RT-PCR for the detection of the exogenous reprogramming factors
te control. (D) Electropherogram showing mutation c.1899+4_1899+7delAGTA;
mutation c.1430−?_1643+?del; p.Gly477fs) (bottom) of the iPSC line. (E) Karyotype
ociated markers OCT4, SOX2, REX1, NANOG, CRIPTO and KLF4. (G) Immunofluorescence
and SOX2, and surface markers SSEA3, TRA-1-81, SSEA4 and TRA-1-60; scale bars: 100

cytometry analysis. (I) Bisulfite sequencing analysis of OCT4 and NANOG promoters. Each
n circles indicate unmethylated CpG dinucleotides and filled circles, methylated. (J)
vitro differentiation. Endoderm: α-1-Fetoprotein; mesoderm: α-Smooth muscle actin;



Table 1
Characterization and validation.

Classification Test Result Data

Morphology Photography Visual record of the line: normal Fig. 1 panel A
Phenotype Immunocytochemistry Assess staining/expression of pluripotency and cell surface markers: OCT4, NANOG, SOX2,

SSEA3, TRA-1-81, SSEA4 and TRA-1-60
Fig. 1 panel G

Flow cytometry Assess staining/expression of pluripotency markers: SSEA4, TRA-1-60, TRA-1-81 Fig. 1 panel H
Genotype Karyotype (G-banding) and

resolution
46XX, Resolution 450–500 Fig. 1 panel E

Identity Microsatellite PCR (mPCR) Not performed
STR analysis 16 sites tested and all of them matched Supplementary Fig. 1

panel B
Mutation analysis (IF
APPLICABLE)

Sequencing and MLPA
analysis

c.1899+4_1899+7del AGTA; p.(Cys616_Val633del) and c.1430−?_1643+?del;
p.(Gly477Glufs*9)

Fig. 1 panel D

Southern Blot OR WGS Not performed
Microbiology and virology Mycoplasma Mycoplasma testing by a colorimetric assay: negative Supplementary Fig. 1

panel A
Differentiation potential Embryoid body formation Expression of smooth muscle actin, β-III-tubulin Tuj1 and α − 1 fetoprotein Fig. 1 panel J
Donor screening
(OPTIONAL)

HIV 1 + 2 Hepatitis B,
Hepatitis C

Not performed

Genotype additional info
(OPTIONAL)

Blood group genotyping Not performed
HLA tissue typing Not performed
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Flow cytometry analysis

We analysed the pluripotency-associated markers SSEA4, TRA-1-60
and TRA-1-81 by flow cytometry. iPSC were dissociated by incubation
with accutase for 5 min. Then, cells were suspended in PBS/2%BSA to a
cell density of 1.5 × 105 cells per 100 μl and incubated with the specific
primary antibody (1/100 for TRA-1-60 and TRA-1-81, and no dilution
for SSEA4) for 20 min at 4 °C. Cells were washed with PBS/2%BSA and
incubated with Alexa Fluor® 647 (1/600) for 20 min at 4 °C. Finally,
cells were washed with PBS/2%BSA and analysed using a FACSCanto A
(Becton Dickinson) and FlowJo 10.2 software program. An irrelevant
isotype-match antibody was always used as a negative control.
Table 2
Reagents details.

Antibodies used for immunocytochemistry

Antibody

Pluripotency markers Mouse IgG anti-OCT4
Rat IgM anti-SSEA3
Rabbit IgG anti-SOX2
Mouse IgG anti-SSEA4
Mouse IgM anti-TRA-1-60
Goat IgG anti-NANOG human
Mouse IgM anti-TRA-1-81

Differentiation markers Rabbit IgG anti-α-Fetoprotein
Mouse IgG anti-β-III-Tubulin Tuj1
Mouse IgG anti-α-smooth muscle act

Secondary antibodies Alexa 555 Donkey anti-Mouse IgG
Alexa 488 Goat anti-Rat IgM
Alexa 488 Donkey anti-Rabbit IgG
Alexa 555 Donkey anti-Mouse IgG
Alexa 647 Goat anti-Mouse IgM
Alexa 647 Donkey anti-Goat IgG
Alexa 55 Donkey anti-Mouse IgM Cy3

Primers
Target

Reverse transcription-PCR SeV genome
KOS transgene
KLF4 transgene
c-MYC transgene

Pluripotency Markers (Qpcr) OCT4
SOX2
NANOG
CRIPTO
REX1
KLF4

House-keeping genes (qPCR) GAPDH
Targeted mutation analysis/sequencing (PCR) PCCA-exon 21
Bisulfite sequencing

Bisulfite modification of genomic DNA was performed with EZ DNA
Methylation-Gold™ kit (Zymo Research) following the manufacturer's
instructions. Converted DNA was amplified by PCR using primers previ-
ously published (Freberg et al., 2007) and Immolase™ RedDNA Polymer-
ase (Bioline). PCR conditions were 95 °C for 8 min and 40 cycles of 94 °C
for 1min, 58 °C for 1min and 72 °C for 1min, followed by 10min at 72 °C.
PCR products were cloned into bacteria by pGEM®-T Easy Vector
(Promega) and sequenced using T7 primer. Sequences of 5 bacterial
clones per genomic region examined are represented as rows of circles
in Fig. 1H with each circle symbolizing the methylation state of one CpG.
Dilution Company Cat# and RRID

1:60 Santa Cruz Cat# sc-5279, AB_628051
1:3 Hybridoma Bank Cat# MC-631, AB_528476
1:100 Fisher Thermo Scientific Cat# PA1-16968, AB_2195781
1:3 HYBRIDOMA Bank Cat# MC-813-70, AB_528477
1:200 Millipore Cat# MAB4360, AB_2119183
1:25 R&D Cat# AF1997, AB_355097
1:200 Millipore Cat# MAB4381, AB_177638
1:400 Dako Cat# A0008, AB_2650473
1:500 Covance Cat# MMS-435P, AB_231377

in 1:400 Sigma-Aldrich Cat# A5228, AB_262054
1:200 Thermo Fischer Cat# A-31570, AB_2536180
1:200 Thermo Fischer Cat# A-21212, AB_2535798
1:200 Thermo Fischer Cat# A-31572, AB_162543
1:200 Thermo Fischer Cat# A-31570, AB_2536180
1:200 Thermo Fischer Cat# A-21238, AB_2535807
1:200 Thermo Fischer Cat# A-21447, AB_2535864
1:200 Jackson Cat# 715-165-140,

Forward/Reverse primer (5′-3′)
GGATCACTAGGTGATATCGAGC/ACCAGACAAGAGTTTAAGAGATATGTATC
ATGCACCGCTACGACGTGAGCGC/ACCTTGACAATCCTGATGTGG
TTCCTGCATGCCAGAGGAGCCC/AATGTATCGAAGGTGCTCAA
TAACTGACTAGCAGGCTTGTCG/TCCACATACAGTCCTGGATGATGATG
GGAGGAAGCTGACAACAATGAAA/GGCCTGCACGAGGGTTT
TGCGAGCGCTGCACAT/TCATGAGCGTCTTGGTTTTCC
ACAACTGGCCGAAGAATAGCA/GGTTCCCAGTCGGGTTCAC
CGGAACTGTGAGCACGATGT/GGGCAGCCAGGTGTCATG
CCTGCAGGCGGAAATAGAAC/GCACACATAGCCATCACATAAGG
CGAACCCACACAGGTGAGAA/GAGCGGGCGAATTTCCAT
GCACCGTCAAGGCTGAGAAC/AGGGATCTCGCTCCTGGAA
TTGATGGACATTTGGGTTTTT/AGCAGTAATGAAGCCAAGTTCA
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In vitro differentiation

To perform in vitro differentiation analysis, iPSC colonies were first
cultured in suspension so that they form large aggregates called embry-
oid bodies (EBs). EBs differentiate spontaneously to different cell types
derived from the three germ layers. iPSCs from a P100 plate treated
with matrigel (80% confluency) were dissociated into a single cell sus-
pension with accutase, and resuspended in 12 ml of conditioned medi-
um. EBs formationwas induced by seeding 120 μl of the iPSC suspension
in each well of 96-well v-bottom low attachment plates, and by
centrifuging the plates at 800g for 10 min to aggregate the cells. After
2 days, the EBs were transferred to untreated P60 culture plates for
2 days. Subsequently, the EBs were transferred to 15 μ-Slide 8 well cul-
ture plates previously treated with matrigel for 1 h at room tempera-
ture, and cultured in differentiation medium (DMEM supplemented
with 20% fetal bovine serum, 2 mM Glutamax™, 100 μM non-essential
amino acids, 100 μM β-mercaptoethanol, and 50 U/ml penicillin,
50mg/ml streptomycin) for 2–3weeks to allow spontaneous endoderm
formation. For mesoderm differentiation, EBs were maintained for 2–
3weeks in differentiationmedium supplementedwith 100 μMascorbic
acid (A4403, Sigma-Aldrich). For ectoderm differentiation, EBs were
cultured in a special differentiation medium containing (50% DMEM
F12, 50% neurobasal medium, 2 mM Glutamax™, 1× N2 supplement,
1× B27 supplement and 50 U/ml penicillin, 50 mg/ml streptomycin,
all from Gibco by Life Technologies) for 2–3 weeks. In all cases, the me-
dium was changed every two days.

Mycoplasma detection

Cells were screened for mycoplasma contamination using a colori-
metric assay, PlasmoTest™Mycoplasma Detection Kit (InvivoGen), fol-
lowing the manufacturer's protocol.

DNA fingerprinting analysis

DNA fingerprinting analysis was performed using the AmpFLSTR®
Identifiler® PCR Amplification Kit (Thermo Fisher Scientific). A total of
1 ng of DNA was used and highly polymorphic regions containing
short tandem repeated sequences were evaluated by the amplification
of the following markers (D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1P0,
D3S1358, TH01, D13S317, D16S539, D2S1338, D19S433, vWA, TPOX,
D18S51, D5S818, FGA and Amelogenin for sex determination) by PCR.
Samples were run on a 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems) and
the analysis was performed usingGeneMapper® v4.0, at Parque Científ-
ico de Madrid, Campus Moncloa, UCM, Madrid, Spain.

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.scr.2017.07.021.
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A B S T R A C T

Oxidative stress contributes to the pathogenesis of propionic acidemia (PA), a life threatening disease caused by
the deficiency of propionyl CoA-carboxylase, in the catabolic pathway of branched-chain amino acids, odd-
number chain fatty acids and cholesterol. Patients develop multisystemic complications including seizures, ex-
trapyramidal symptoms, basal ganglia deterioration, pancreatitis and cardiomyopathy. The accumulation of
toxic metabolites results in mitochondrial dysfunction, increased reactive oxygen species and oxidative damage,
all of which have been documented in patients' samples and in a hypomorphic mouse model. Here we set out to
investigate whether treatment with a mitochondria-targeted antioxidant, MitoQ, or with the natural polyphenol
resveratrol, which is reported to have antioxidant and mitochondrial activation properties, could ameliorate the
altered redox status and its functional consequences in the PA mouse model. The results show that oral treatment
with MitoQ or resveratrol decreases lipid peroxidation and the expression levels of DNA repair enzyme OGG1 in
PA mouse liver, as well as inducing tissue-specific changes in the expression of antioxidant enzymes. Notably,
treatment decreased the cardiac hypertrophy marker BNP that is found upregulated in the PA mouse heart.
Overall, the results provide in vivo evidence to justify more in depth investigations of antioxidants as adjuvant
therapy in PA.

1. Introduction

Mitochondria are intracellular dynamic organelles that play an es-
sential role in mammalian cell energy metabolism. Most cell energy is
obtained through mitochondrial metabolic pathways, especially the
Krebs cycle and electron transport chain that is the main site for pro-
duction of reactive oxygen species (ROS). Energy-demanding tissues are
highly sensitive to oxidative stress due to their high rate of oxygen
consumption, substantial iron and polyunsaturated lipid contents, and
relatively low activity of their antioxidant defence and repair enzymes
[1]. Consequently, energy metabolism impairment and oxidative stress
are relevant processes that have been involved in the pathophysiology
of many human pathologies, including neurodegenerative, cardiovas-
cular and inherited metabolic diseases (IMDs) [2–7].

One of the IMDs in which a secondary mitochondrial dysfunction
and associated oxidative stress has been described is the rare

neurometabolic disease propionic acidemia (PA, MIM#606054). PA,
the most frequent, life-threatening organic acidemia with an incidence
of 1 in 100,000 inhabitants, is caused by mutations in either the PCCA
or PCCB genes, encoding both subunits of the mitochondrial propionyl-
CoA carboxylase (PCC) enzyme. PCC is responsible for the generation of
D-methylmalonyl-CoA from propionyl-CoA, which derives from the
catabolism of some amino acids (isoleucine, valine, threonine and
methionine), odd-chain fatty acids, and cholesterol [8]. The accumu-
lation of propionyl-CoA is considered to be the major toxic agent, and in
addition, there is the accumulation of metabolites of alternative pro-
pionate oxidation. Together they cause hyperammonaemia via inhibi-
tion of N-acetylglutamate synthetase and OXPHOS deficiency by sy-
nergistic inhibition of pyruvate dehydrogenase complex, α-
ketoglutarate dehydrogenase complex and complex III, as well as in-
hibition of succinyl-CoA synthetase [9]. Besides, mtDNA depletion and
ultrastructural mitochondrial abnormalities have been described in
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patients' tissues [9–12]. Increased intracellular hydrogen peroxide
(H2O2) levels, correlating with the activation of the JNK and p38 sig-
nalling pathways, and high levels of oxidative stress markers have also
been observed in patient-derived fibroblasts and urinary samples
[13,14]. Furthermore, we have shown that the hypomorphic PA mouse
model (Pcca−/−(A138T)) showed tissue-specific alterations in OXPHOS
complexes and/or activities, mtDNA depletion, an increase in super-
oxide production and H2O2 levels, as well as variations in antioxidant
defences and lipid oxidative damage [15].

Clinical presentation of PA varies from a severe, early-onset form of
the disease, with neonatal ketoacidosis, lethargy, failure to thrive and
encephalopathy, to a milder late-onset presentation usually diagnosed
during infancy which has a less serious neurological outcome [12].
Long-term complications have also been described including growth
retardation and developmental delay, poor cognitive outcome and
progressive neurological dysfunction by basal ganglia degeneration,
skin lesions, pancreatitis, cardiomyopathy and rhythm disturbances
[12]. If not promptly and appropriately treated, patients can die or
develop permanent brain damage. Conventional treatment is based on
dietary restriction, carnitine and biotin supplementation, and me-
tronidazole, and these have allowed patients to live beyond the neo-
natal period [16].

Despite improved therapy over the past few decades, the outcome of
PA patients is still unsatisfactory, highlighting the requirement to
evaluate new therapies. Considering the hypothesis that secondary
mitochondrial dysfunction resulting in increased ROS and oxidative
damage plays a major role in the pathomechanisms of PA, we have
focused our research in the potential therapeutic applications of anti-
oxidant compounds in this disease. In a previous study using patient-
derived fibroblasts we observed that different antioxidants (Tiron,
Trolox, resveratrol and MitoQ) significantly reduced H2O2 levels and
also regulated the expression of antioxidant enzymes [17]. In this work
we have used the hypomorphic murine model of PA to investigate the in
vivo effects of two selected antioxidants acting on mitochondrial oxi-
dative stress: i) mitochondrial targeted MitoQ, which is thought to act
primarily by decreasing mitochondrial lipid peroxidation [18] and ii)
resveratrol, with potent antioxidant properties acting through various
mechanisms, including the upregulation of antioxidant enzymes and
the enhancement of mitochondrial biogenesis [19].

2. Materials and methods

2.1. Mice handling

All mice used, wild-type and hypomorphic Pcca−/−(A138T) (kindly
provided by Prof. M.A. Barry, Mayo Clinic, US) [20], were adult males
or females in an FVB background. Mice were maintained on standard
chow. Animal experiments were carried out in a pathogen-free en-
vironment at the Animal Facility of Centro de Biología Molecular Se-
vero Ochoa, in accordance with the Spanish Law on Animal Protection.
All animal studies were approved by the Institutional Animal Experi-
mentation Ethical Committee (Universidad Autónoma de Madrid, re-
ference CEI 963-A026) and by the Regional Environment Department
(Comunidad de Madrid, reference PROEX 22/14). Genotyping was
performed using genomic DNA isolated from tail biopsies as previously
described [20,21].

2.2. Antioxidant treatment trials

Wild-type and hypomorphic Pcca−/−(A138T) mice were randomly
divided into the following groups: non-treated [wild-type (n = 12) and
Pcca−/−(A138T) (n = 11)], MitoQ-treated [wild-type (n = 12) and
Pcca−/−(A138T) (n = 11)] and resveratrol-treated [wild-type (n = 10)
and Pcca−/−(A138T) (n = 11)]. Mice were 7 months of age at the start
of both treatments. MitoQ was administered at a concentration of
250 μM in drinking water for 3 months. In a previous study, doses up to

500 μM showed no toxicity and had no significant effect on animal body
weight or food and liquid consumption [22]. The resveratrol group
received 30 mg/L of resveratrol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in
their drinking water for 2 months. Fresh MitoQ and resveratrol solu-
tions were prepared twice a week and administered in light-protected
water bottles. Water intake was monitored weekly until the end of the
study.

2.3. Western blotting

Wild-type and hypomorphic Pcca−/−(A138T) mice were eu-
thanized and brain, heart and liver tissues were immediately excised,
snap-frozen in liquid nitrogen and stored at −70 °C until processed.
Proteins from mouse tissues were isolated by disrupting 50–100 mg wet
weight of the mice organs in lysis buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.5,
100 mM NaCl, 1 mM DTT, 1% Triton X-100, 0.1% SDS, 0.4 mM EDTA)
using a T10 basic Ultra-Turrax homogenizer (IKA, Germany) and cen-
trifuged 30 min at 4 °C. The supernatant fraction was collected and
protein concentration was determined by the Bradford method (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Equal amounts of lysed extracts
(75 μg protein) were loaded on a 12% SDS-polyacrylamide gel. After
electrophoresis, proteins were transferred to a nitrocellulose membrane
(iBlot® Gel Transfer Stacks, Regular) in an iBlot® Gel transfer device
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Immunodetection was carried out
using commercially available antibodies against MnSOD (1:1000; Enzo
Life Sciences Cat# ADI-SOD-110, RRID:AB_10616816), GPx1 (1:1000;
Abcam Cat# ab22604, RRID:AB_2112120), CAT (1:500–1:1000; Abcam
Cat# ab22604, RRID:AB_2112120), CypD (1:1000; Abcam Cat#
ab110324, RRID:AB_10864110) and OGG1 (1:1000; Novus Cat#
NB100-106, RRID:AB_10104097). Secondary antibodies used were goat
anti-rabbit (1:5000; Santa Cruz Biotechnology Cat# sc-2004, RRID:AB_
631746) or goat anti-mouse (1:5000; Santa Cruz Biotechnology Cat#
sc-2005, RRID:AB_631736). For loading control, membranes were im-
munostained with GAPDH antibody (1:5000; Abcam Cat# ab8245,
RRID:AB_2107448). Antibody binding was detected by enhanced che-
miluminescence (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). Protein
quantification was performed using a calibrated densitometer GS-800
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).

2.4. RNA isolation and quantitative real-time PCR

Total RNA was extracted from the heart using miRCURY™ RNA
Isolation Kit-Tissue (Exiqon, Vedbaek, Denmark) according to the
manufacturer's instructions. RNA yield was assessed using NanoDrop
ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop Technologies Inc., Rockland,
DE, USA). 250 ng of total RNA was retrotranscribed using the NZY First-
Strand cDNA Synthesis Kit (NZYTech, Lisboa, Portugal). The Nppb gene
(coding for the pro-hypertrophic marker BNP) was amplified with
specific primers previously described [23] using PerfeCTa SYBR Green
Fast Mix Kit (Quantabio, Beverly, MA, USA) in a LightCycler480 II
(Roche Applied Biosciences, In, USA) instrument. GAPDH (Forward
primer: AGCTGAACGGGAAGCTCACT; Reverse primer: GCTTCACCAC-
CTTCTTGATGTC) was used as endogenous control. All samples were
run in triplicate and mRNA relative expression was calculated using the
2−ΔΔCt method.

2.5. TBARS assay

Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) were measured
using Oxiselect TBARS MDA quantitation kit (Cell Biolabs, San Diego,
CA, USA). 50 mg of frozen tissue were homogenized using a T10 basic
Ultra-Turrax homogenizer (IKA, Germany) and malondialdehyde
(MDA) was measured following the manufacturer's instructions. Each
sample was run in triplicate using a FLUOstar OPTIMA (BMG
LABTECH, Ortenberg, Germany) fluorescence plate reader. Tissue
protein content was measured using the Bradford method (Bio-Rad
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protein assay). MDA levels were normalized and expressed as fold
change.

2.6. Statistical analysis

All data was analysed using IBM SPSS Statistics for Windows
Version 23.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA). Data are presented as
mean ± SD and statistical differences were calculated using the
Student t-test or ANOVA followed by the Tukey's honestly significant
difference (HSD) or Games Howell post hoc test. Values with p < 0.05
were considered significant.

3. Results

3.1. MitoQ and resveratrol treatment ameliorates oxidative damage in
different PA mice tissues

In this work, we investigated whether MitoQ and resveratrol could
be used in vivo as adjuvant treatments in PA to mitigate alterations in
redox homeostasis. To this end, we administered these compounds or-
ally to wild type and hypomorphic Pcca−/−(A138T) mice and mea-
sured oxidative stress parameters in different tissues. Lipid peroxidation
using TBARS assay was monitored in brain, heart and liver (Fig. 1).
Untreated Pcca−/−(A138T) mice showed increased MDA content
compared to their wild-type counterparts in all tissues analysed, as
previously reported [15]. Resveratrol could significantly reduce lipid
peroxidation in heart and liver of Pcca−/−(A138T) mice, while MitoQ
was only effective in the liver (Fig. 1).

Increased ROS can also cause DNA base damage, and 8-oxo-2′-
deoxyguanosine (8-oxoG) is the most common alteration observed
under oxidative stress [24]. 8-oxoguanine DNA glycosylase 1 (OGG1)
recognizes this damage and repairs it through the base excision repair
pathway. OGG1 expression is induced by DNA oxidative damage and
thus its expression levels provide a marker of cellular oxidative stress
[25]. We could observe no significant differences in OGG1 levels be-
tween wild-type and PA mice in heart or brain samples (data not
shown), but in liver samples a 3 to 4-fold increase was detected
(Fig. 2A). After MitoQ and resveratrol treatments, we observed a sig-
nificant decrease in OGG1 protein levels in the liver of Pcca−/−(A138T)
mice (Fig. 2B and C) compared to non-treated animals, indicating a
probable effect of both compounds in decreasing ROS damage to DNA.

3.2. Antioxidant defences are modulated by MitoQ and resveratrol
treatment

The observed decrease in lipid peroxidation in PA mice samples
could be due, in part, to the up-regulation of antioxidant defences, so
we decided to monitor them in the cohort of untreated and treated
mice. We observed an increase in MnSOD and CAT protein levels in
liver samples from Pcca−/−(A138T) mice treated with MitoQ (Fig. 3A).
No significant differences in antioxidant enzyme levels were observed
for brain and heart samples in these mice (data not shown). On the
other hand, resveratrol induced the expression of GPx1 in brain and
heart, and of catalase in heart and liver of treated Pcca−/−(A138T)
mice compared to non-treated mice (Fig. 3B, C, and D).

3.3. Oxidative stress-modulated cyclophilin D protein levels are reduced by
resveratrol treatment

Oxidative stress has been reported to promote cyclophilin D (CYPD)
overexpression [26], a key component of the mitochondrial perme-
ability transition pore (mPTP). Increased CYPD expression leads to
mPTP opening and cell death, thus contributing to the pathogenesis of
different human diseases [27,28]. We could confirm an increase in
CYPD protein levels in liver samples of untreated PA mice compared to
littermate controls, indicating the presence of oxidative stress (Fig. 4A).

Resveratrol treatment diminishes CYPD levels in PA mice compared to
non-treated (Fig. 4B). However, MitoQ-treated mice did not show sig-
nificant differences in CYPD levels (Fig. 4C).

3.4. Cardiac hypertrophy markers are normalized in Pcca−/−(A138T)
mice after resveratrol treatment

Cardiomyopathies (hypertrophic and dilated) and arrhythmias are
one of the most common long-term complications observed in PA pa-
tients [29,30]. A significant increase in Nppb mRNA, encoding brain
natriuretic peptide (BNP), a biomarker of cardiac hypertrophy and
dysfunction, was found in heart of the hypomorphic PA mice,

Fig. 1. Lipid peroxidation analysis in (A) brain, (B) heart and (C) liver from non-
treated, MitoQ (MQ) or resveratrol (RSV)-treated wild-type and Pcca−/−(A138T)
mice. MDA levels were measured in triplicate. The figure shows the relative levels
(mean ± SD) and statistical significance was measured by ANOVA followed by the
Tukey's honestly significant difference (HSD) or Games Howell post hoc test. *p < 0.05;
**p < 0.01; ***p < 0.001.
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correlating with an increase in heart size [20,31]. Transcription of the
Nppb gene is driven by GATA4 and NFAT transcription factors, among
others [32,33]. Resveratrol treatment has been suggested as a pro-
mising treatment for cardiac hypertrophy as it inhibits AKT activity
and, therefore, NFAT-mediated transcription of its target genes [34].
MitoQ has been shown to reduce cardiac hypertrophy in stroke-prone
spontaneously hypertensive rats, through the attenuation of mi-
tochondrial-specific oxidative damage and improvement of endothelial
function [35]. As shown in Fig. 5, both resveratrol and MitoQ oral
treatments significantly reduced altered BNP expression in Pcca−/

−(A138T) mice, revealing an additional mechanism favouring their
potential therapeutic use in PA.

4. Discussion

Mitochondrial oxidative stress is a pathological mechanism shared
by many diseases, including neurodegenerative, cardiovascular diseases
and IMDs. Thus, the use of antioxidants as potential therapies holds
great interest, although in clinical trials different antioxidants have
provided limited clinical effects [36,37], probably due to pharmacoki-
netic and/or pharmacodynamic reasons. This has been the case of the
natural polyphenol resveratrol (3,5,4′-trihydroxystilbene) with multiple
reported therapeutic effects in preclinical studies, including potent
antioxidant properties [38]. In animal models, resveratrol has been
shown to modulate different signalling pathways, antioxidant and anti-
inflammatory genes expression, thus ameliorating mitochondrial dys-
function through redox-dependent mechanisms [39]. However, dis-
crepancies and conflicting information exist regarding its beneficial

effects in clinical trials [38].
Lack of success of antioxidants in vivo may also be explained by the

limited amount of antioxidant actually located in the mitochondria,
where oxidative damage initiates. To counteract this, mitochondria-
targeted antioxidants such as MitoQ have been developed [40]. MitoQ
consists of the lipophilic cation triphenylphosphonium conjugated to
ubiquinone that selectively accumulates within mitochondria driven by
the membrane potential [18]. In vivo studies have shown that MitoQ
can protect against oxidative damage in several animal models of dis-
ease and has to date been evaluated in human clinical trials for Par-
kinson's disease and chronic hepatitis C [40].

In a previous work, we showed that the hypomorphic mouse model
of PA exhibited increased ROS, altered antioxidant defences and lipid
peroxidation in different tissues, concomitant to a secondary mi-
tochondrial dysfunction [15]. These findings and those of other au-
thors, indicative of an altered redox status and mitochondrial function
in patients' samples [9–14], provide a basis to understand pathophy-
siological changes in PA. Different antioxidants including MitoQ and
resveratrol successfully reduced ROS levels in PA patients-derived fi-
broblasts [17].

In this work, we have revealed the protective effect of MitoQ and of
resveratrol against oxidative damage that contributes to organ patho-
physiology in the hypomorphic mouse model of PA. In the MitoQ and
resveratrol treated PA mice we observed tissue-specific decreases in
oxidative damage biomarkers, probably reflecting differences in tissue
bioavailability of the compounds after oral administration. MitoQ has
been shown to be readily taken up by different tissues although it ac-
cumulates preferentially in liver and kidney, and to a far lower extent in

Fig. 2. Analysis of OGG1 protein levels in liver
samples from (A) non-treated, (B) MitoQ (MQ)
or (C) resveratrol (RSV)-treated wild-type and
Pcca−/−(A138T) mice. Representative western
blots are shown on the left, showing OGG1 levels
and GAPDH as loading control. Histograms
showing the fold-change after protein quantifi-
cation by laser densitometry are shown on the
right. Data represent the mean ± SD and statis-
tical significance was determined by Student's t-
test. *p < 0.05; ***p < 0.001.
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Fig. 3. Analysis of MnSOD, GPx1 and CAT
protein levels in (A) liver samples from non-
treated (NT) or MitoQ (MQ)-treated mice and
(B) brain, (C) heart and (D) liver samples from
non-treated (NT) or resveratrol (RSV)-treated
mice. The left panels show representative blots
with GAPDH as loading control. Histograms
showing the fold-change after protein quantifi-
cation by laser densitometry are shown on the
right. Data represent the mean ± SD and statis-
tical significance was determined by Student's t-
test. *p < 0.05; **p < 0.01.
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the brain [41]. Resveratrol has low oral bioavailability, but does show
significant uptake in to the heart [39].

Present evidence indicates that the effect of compounds such as
MitoQ and resveratrol may be attributed, at least in part, to the in-
duction of the expression of antioxidant enzymes involved in redox
homeostasis. MitoQ can promote in some circumstances oxidation and
inhibition of Keap1, an oxidative stress sensor protein that regulates the
Nrf2 transcription factor [42–44]. Nrf2 is involved in the regulation of

the expression of antioxidant enzymes [45]. On the other hand, re-
sveratrol not only directly activates Nrf2 but also Sirt1, which together
with FoxoA3 transcription factor drives the expression of antioxidant
defences [46,47]. In PA mice, we confirmed the induction of anti-
oxidant enzymes after MitoQ and resveratrol treatment, arguing in fa-
vour of this type of mechanisms contributing to the effect of both
compounds. Future experiments examining ROS levels and mitochon-
drial function in tissues of the MitoQ and resveratrol treated PA mice
will aid in the definition of the cellular pathophysiological processes
targeted by both antioxidants.

In this work, we also show that resveratrol normalizes liver CYPD
levels in PA mice (Fig. 4), supporting its effect counteracting oxidative
stress, which in chronic situations may trigger mPTP opening and
apoptosis. Resveratrol exerts different effects on mitochondrial function
and dynamics in addition to its antioxidant properties [39], which
could account for its effect on mPTP opening, although the precise
underlying mechanism is unclear at this stage.

Of note, we have shown that PA mice under resveratrol or MitoQ
treatment normalized BNP expression levels, indicating that progres-
sion of cardiac hypertrophy, a hallmark of PA, may be delayed or re-
versed. It will be interesting to characterize in detail heart function
parameters in untreated and treated PA mice using echocardiographic,
histological and morphometric analysis, as well as other relevant clin-
ical (neurological pathology) and biochemical (lactic acid, blood pH)
parameters in order to better evaluate the effect of antioxidants in a
preclinical setting on the development of multi-organ complications.

In addition to their potential in halting the progression of long-term
complications, antioxidants could be of therapeutic value in episodic
metabolic decompensations presented by PA patients. These life-
threatening episodes, often precipitated by illnesses, infections or

Fig. 4. Analysis of CYPD protein levels in liver
samples from (A) non-treated, (B) Resveratrol
(RSV) or (C) MitoQ (MQ)-treated wild-type
and Pcca−/−(A138T) mice. Representative
western blots are shown on the left, showing
CYPD levels and GAPDH as loading control.
Histograms showing the fold-change after protein
quantification by laser densitometry are shown
on the right. Data represent mean ± SD and
statistical significance was determined by
Student's t-test. **p < 0.01.

Fig. 5. Relative levels of Nppb (BNP) in heart samples from non-treated,MitoQ (MQ)
and resveratrol (RSV)-treated mice. The analysis was performed by qRT-PCR and
samples were run in triplicate. Data represent mean ± SD and statistical significance was
measured by ANOVA followed by the Tukey's honestly significant difference (HSD).
*p < 0.05; **p < 0.01.
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catabolic stress, are characterized by acidosis, hyperammonemia, sei-
zures and encephalopathy, among other symptoms [48]. In these si-
tuations, the acutely deranged metabolism may exacerbate pathological
ROS production and pharmacological intervention with antioxidants
may provide additional benefit in patients' management.

To date, novel approaches are being pursued in the field of anti-
oxidant therapy, e.g. the use of more modern indirect antioxidants that
target specific redox enzymes or Nrf2 activators that upregulate cellular
antioxidant defences [37]. As the field develops, the hypomorphic PA
mouse represents a useful model for the evaluation of these type of
compounds as adjuvant therapies in PA disease.
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A B S T R A C T

A human induced pluripotent stem cell (iPSC) line was generated from fibroblasts of a patient with propionic acidemia that has a homozygous mutation
(c.1218_1231del14ins12 (p.G407 fs)) in the PCCB gene. Reprogramming factors OCT3/4, SOX2, KLF4 and c-MYC were delivered using a non-integrative method
based on the Sendai virus. Once established, iPSCs have shown full pluripotency, differentiation capacity and genetic stability. The generated iPSC line represents a
useful tool to study the pathomechanisms underlying the deficiency.

Resource table.

Unique stem cell lines
identifier

UAMi004-A

Alternative name of st-
em cell line

PCCB10-FiPS4F-1

Institution Centro de Biología Molecular Severo Ochoa UAM-CSIC,
Universidad Autónoma de Madrid, CIBERER, IDIPaz,
Madrid, Spain.

Contact information of
distributor

Eva Richard, erichard@cbm.csic.es

Type of cell line iPSC
Origin Human
Additional origin info Age: 30

Sex: Female
Ethnicity if known: Caucasian

Cell Source Fibroblasts
Clonality Clonal
Method of reprogram-

ming
Sendai Virus

Genetic modification Yes
Type of modification Hereditary
Associated disease Propionic acidemia
Gene/locus PCCB / 3q22
Method of modification Non applicable
Name of transgene or

resistance
Non applicable

Inducible/constitutive
system

Non applicable

Date archived/stock d-
ate

March 2019

Cell line repository/ba-
nk

Spanish National Bank of Cell Lines http://www.isciii.es/
ISCIII/es/contenidos/fd-el-instituto/fd-organizacion/fd-
estructura-directiva/fd-subdireccion-general-
investigacion-terapia-celular-medicina-regenerativa/fd-
centros-unidades/fd-banco-nacional-lineas-celulares/fd-
lineas-celulares-disponibles/lineas-de-celulas-iPS.shtml

Ethical approval Patient informed consent obtained.
Ethics Review Board-competent authority approval ob-
tained (CEI 71–1278)

1. Resource utility

The pathophysiology of propionic acidemia is not completely un-
derstood and its treatment currently is not satisfactory. In order to in-
vestigate underlying cellular pathological mechanisms and to test po-
tential therapeutic compounds, we have established an iPSC line with a
homozygous mutation in the PCCB gene.

2. Resource details

Propionic acidemia (PA, MIM#606054, ORPHA:35) is one of the
most frequent life-threatening organic acidemias, caused by mutations
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Fig. 1. Characterization of the iPSC line PCCB10-FiPS4F1 (UAMi004-A).
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in either the PCCA or PCCB genes, encoding both subunits of the mi-
tochondrial propionyl-CoA carboxylase (PCC) enzyme, that catalyzes
the carboxylation of propionyl-CoA to D-methylmalonyl-CoA, which
eventually enters the Krebs cycle as succinyl-CoA (Richard et al., 2015).
Fibroblasts from a homozygous PA patient carrying the previously de-
scribed c.1218_1231del14ins12 (p.G407 fs) mutation in the PCCB gene
(Tahara et al., 1990) were reprogrammed using the CytoTune™ iPS
Reprogramming kit delivering the four human reprogramming factors
OCT3/4, SOX2, c-MYC and KLF4 (Takahashi et al., 2007). The iPSC line
PCCB10-FiPS4F1 (UAMi004-A) (PCCB10–1 in figures for short) dis-
played a typical round shape ESC-like morphology and growth beha-
viour on feeder layers and on feeder-free layers (Fig. 1A, Table 1).
Clearance of the vectors and of the exogenous reprogramming factor
genes was observed by RT-PCR after 8 culture passages (Fig. 1B). Ex-
pression of key pluripotency genes was observed at protein level by
immunocytochemistry (transcription factors OCT4, NANOG and SOX2,
and surface markers SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60 and TRA-1-81) (Fig. 1C,
Table 1) and flow cytometry analysis (Fig. 1D, Table 1). The iPSC line
displayed a normal karyotype (46, XX) after more than twenty culture
passages (Fig. 1E). The cells had the capacity to form derivatives of all
three germ layers (endoderm, mesoderm and ectoderm) upon embryoid
body differentiation (Fig. 1F, Table 1). Mycoplasma testing by PCR
revealed a negative result (Supplementary Fig. S1A). We confirmed the
presence of the mutation in the iPSC line in homozygous fashion by
Sanger sequencing (Supplementary Fig. S1B); and we also confirmed by
DNA fingerprinting analysis that the line was derived from the patient
fibroblasts.

3. Materials and methods

3.1. Non-integrative reprogramming of mutant PCCB fibroblasts into iPSC

The present study included available fibroblasts from a PA patient
with defects in the PCCB gene. Experimental protocols were approved
by the Institutional Ethical Committee of the Universidad Autónoma de
Madrid according to Spanish and European Union legislation, and the
informed consent was obtained from the legal care-givers. Fibroblasts
were reprogrammed using the CytoTune™ iPS Reprogramming kit
(ThermoFisher Scientific) following the manufacturer's instructions.
iPSCs were maintained and expanded both on feeder layers and on
feeder-free layers as previously described (Alonso-Barroso et al., 2017).

3.2. Detection of Sendai virus genome and transgenes

After 8 passages, iPSC line was tested for Sendai virus (SeV) residues
as described (Alonso-Barroso et al., 2017). PCR was performed using
the primers indicated in Table 2 and following the instructions as

recommended by the manufacturer. In Fig. 1 panel B: C+: transduced
cell pool at passage zero; C–: non-template control.

3.3. Immunofluorescence analysis

iPSC were grown on feeder-free layers on 15 μ-Slide 8 well culture
plates (Ibidi) and fixed with Formaline Solution 10% (Sigma-Aldrich).
Immunofluorescence analysis was performed as previously described
(Alonso-Barroso et al., 2017). In Fig. 1 scale bars: 100 μm.

3.4. Flow cytometry analysis

We analysed the pluripotency-associated markers SSEA-3 and SSEA-
4 by flow cytometry as described (Alonso-Barroso et al., 2017). Un-
stained iPSCs and the corresponding isotype antibodies were used as
negative controls to exclude data from non-specific fluorescence.

3.5. In vitro differentiation

iPSCs were detached with Accutase™ into a single cell suspension
and resuspended in mTESR™1 medium (StemCell™ Technologies) with
10 μM Rock inhibitor (StemCell™ Technologies). Embryoid body for-
mation was induced by seeding 20,000–30,000 iPS cells in 120 μl of
mTESR™1 medium in each well of 96-well v-bottom, low attachment
plates (Deltalab). In vitro differentiation was performed as described
(Alonso-Barroso et al., 2017).

3.6. Mycoplasma detection

Cells were screened for mycoplasma contamination by PCR (Uphoff
& Drexler, 2014). A positive sample with mycoplasma was used as a
control. In Supplementary Fig. S1A: positive control (C+).

3.7. Mutation analysis

Genomic DNA from patient-derived fibroblasts and iPSCs was iso-
lated using MagNA Pure Compact DNA Isolation kit and MagNA Pure
Compact instrument (Roche). Subsequently, amplification by PCR of
the PCCB region containing the mutation was carried out using the
primers indicated in Table 2, FastStart Taq DNA Polymerase (Roche),
the Veriti Thermal Cycler (ThermoFisher Scientific) and the PCR pro-
gram: 94 °C 5min; 94 °C 25 s, 55 °C 25 s and 72 °C 40 s for 38 cycles; and
72 °C 7min. Amplified PCR fragments were sequenced in an ABI3730
sequencer (Applied Biosystems).

Table 1
Characterization and validation.

Classification Test Result Data

Morphology Photography Normal Fig. 1 panel A
Phenotype Qualitative analysis

(Immunocytochemistry)
Positive for: OCT4, NANOG, SOX2, SSEA-3, TRA-1-81, SSEA-4 and
TRA-1-60

Fig. 1 panel C

Quantitative analysis (Flow cytometry) SSEA-3 and SSEA-4: 95% Fig. 1 panel D
Genotype Karyotype (G-banding) and resolution 46XX Resolution 450–500 Fig. 1 panel E
Identity STR analysis 16 sites tested and all of them matched Available with the authors
Mutation analysis (IF

APPLICABLE)
Sequencing c.1218_1231del14ins12 (p.G407fs) Supplementary Fig. S1 panel

B
Southern Blot OR WGS Not performed

Microbiology and virology Mycoplasma Mycoplasma testing by PCR: negative Supplementary Fig. S1 panel
A

Differentiation potential Embryoid body formation Expression of α-1-fetoprotein (endoderm), α-smooth muscle actin
(mesoderm) and β-III-tubulin Tuj1 (ectoderm)

Fig. 1 panel F

Donor screening (OPTIONAL) HIV 1+2 Hepatitis B, Hepatitis C Not performed No
Genotype additional info

(OPTIONAL)
Blood group genotyping Not performed No
HLA tissue typing Not performed No

A. López-Márquez, et al. Stem Cell Research 38 (2019) 101469

3

http://topics.sciencedirect.com/topics/page/Oct-4
http://topics.sciencedirect.com/topics/page/Myc


3.8. Karyotype analysis

Karyotype analysis of the iPSC line was carried out using cells with
more than twenty culture passages which were processed using stan-
dard cytogenetic techniques as described (Alonso-Barroso et al., 2017).
At least 35 metaphases were karyotyped.

3.9. DNA fingerprinting analysis

DNA fingerprinting analysis was performed as previously described
(Alonso-Barroso et al., 2017).

Supplementary data to this article can be found online at https://
doi.org/10.1016/j.scr.2019.101469.
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Table 2
Reagents details.

Antibodies used for immunocytochemistry/flow-cytometry

Antibody Dilution Company Cat # and RRID

Pluripotency Markers Mouse IgG anti-OCT4 1:60 Santa Cruz Cat# sc-5279, AB_628051
Rat IgM anti-SSEA-3 1:3 Hybridoma Bank Cat# MC-631, AB_528476
Rabbit IgG anti-SOX2 1:100 Fisher Thermo Scientific Cat# PA1–16968, AB_2195781
Mouse IgG anti-SSEA-4 1:3 Hybridoma Bank Cat# MC-813-70, AB_528477
Mouse IgM anti-TRA-1-60 1:200 Millipore Cat# MAB4360, AB_2119183
Goat IgG anti-NANOG human 1:25 R&D Cat# AF1997, AB_355097
Mouse IgM anti-TRA-1-81 1:200 Millipore Cat# MAB4381, AB_177638

Differentiation Markers Rabbit IgG anti-α-Fetoprotein 1:400 Dako Cat# A0008, AB_2650473
Mouse IgG anti-β-III-Tubulin Tuj1 1:500 Covance Cat# MMS-435P, AB_231377
Mouse IgG anti-α-smooth muscle actin 1:400 Sigma-Aldrich Cat# A5228, AB_262054

Secondary antibodies Alexa 555 Donkey anti-Mouse IgG 1:200 Thermo Fischer Cat# A-31570, AB_2536180
Alexa 488 Goat anti-Rat IgM 1:200 Thermo Fischer Cat#A-21212, AB_2535798
Alexa 488 Donkey anti-Rabbit IgG 1:200 Thermo Fischer Cat# A-31572, AB_162543
Alexa 555 Donkey anti-Mouse IgG 1:200 Thermo Fischer Cat# A-31570, AB_2536180
Alexa 647 Goat anti-Mouse IgM 1:200 Thermo Fischer Cat# A-21238, AB_2535807
Alexa 647 Donkey anti-Goat IgG 1:200 Thermo Fischer Cat# A-21447, AB_2535864
Cy3 Donkey anti-Mouse IgM 1:200 Jackson Cat# 715-165-140, AB_2340812
Alexa 647 Goat anti-mouse IgG 1:600 Thermo Fischer Cat# A- 21235, AB_2535804
Alexa 647 Donkey anti-rat IgM 1:600 Thermo Fischer Cat# A-21248, AB_2535816

Primers

Target Forward/Reverse primer (5′-3′)

Reverse Transcription-PCR SeV genome (181 pb) GGATCACTAGGTGATATCGAGC/ ACCAGACAAGAGTTTAAGAGATATGTATC
KOS transgene (528 bp) ATGCACCGCTACGACGTGAGCGC/ ACCTTGACAATCCTGATGTGG
KLF4 transgene (410 bp) TTCCTGCATGCCAGAGGAGCCC/ AATGTATCGAAGGTGCTCAA
c-MYC transgene (532 bp) TAACTGACTAGCAGGCTTGTCG/ TCCACATACAGTCCTGGATGATGATG

Targeted mutation analysis/sequencing
(PCR)

PCCB-exons 11 and 12 (601 bp) GGATGGCTGCTGAGGACAAA/TCCCACCACGGCTATGCTGTAG

Mycoplasma detection (PCR) Mycoplasma species (986 bp: internal control band;
and 520 bp: mycoplasma specific band)

Forward primers:
CGCCTGAGTACGTTCGC
CGCCTGAGTACGTACGC
TGCCTGGGTAGTACATTCGC
TGCCTGAGTAGTACATTCGC
CGCCTGAGTAGTATGCTCGC
CACCTGAGTAGTATGCTCGC
CGCCTGGGTAGTACATTCGC
Reverse primers:
GCGGTGTGTACAAGACCCGA
GCGGTGTGTACAAAACCCGA
GCGGTGTGTACAAACCCCGA
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Cardiac alterations (hypertrophic/dilated cardiomyopathy, and rhythm alterations) are
one of the major causes of mortality and morbidity in propionic acidemia (PA), caused
by the deficiency of the mitochondrial enzyme propionyl-CoA carboxylase (PCC),
involved in the catabolism of branched-chain amino acids, cholesterol, and odd-chain
fatty acids. Impaired mitochondrial oxidative phosphorylation has been documented
in heart biopsies of PA patients, as well as in the hypomorphic Pcca�/�(A138T) mouse
model, in the latter correlating with increased oxidative damage and elevated expres-
sion of cardiac dysfunction biomarkers atrial and brain natriuretic peptides (ANP and
BNP) and beta-myosin heavy chain (β-MHC). Herewe characterize the cardiac pheno-
type in the PAmousemodel by histological and echocardiography studies and identify
a series of upregulated cardiac-enriched microRNAs (miRNAs) in the PA mouse heart,
some of them also altered as circulating miRNAs in PA patients’ plasma samples. In PA
mice hearts, we show alterations in signaling pathways regulated by the identified miR-
NAs, which could be contributing to cardiac remodeling and dysfunction; notably, an
activation of the mammalian target of rapamycin (mTOR) pathway and a decrease in
autophagy, which are reverted by rapamycin treatment. In vitro studies in HL-1 cardio-
myocytes indicate that propionate, the major toxic metabolite accumulating in the dis-
ease, triggers the increase in expression levels of miRNAs, BNP, and β-MHC,
concomitant with an increase in reactive oxygen species. Our results highlight miRNAs
and signaling alterations in the PCC-deficient heart which may contribute to the devel-
opment of PA-associated cardiomyopathy and provide a basis to identify new targets
for therapeutic intervention. (Translational Research 2020; 218:43�56)
Abbreviations: ANP = atrial natriuretic peptide; b-MHC = beta-myosin heavy chain; BNP =
brain natriuretic peptide; CardiomiRs = cardiac enriched miRNAs; Ct = cycle threshold; DCM
= dilated cardiomyopathy; EF = ejection fraction; FS = fractional shortening; GSK3 = glycogen
synthase kinase 3; HCM = hypertrophic cardiomyopathy; IGF-1 = insulin-like growth factor 1;
i.p. = intra peritoneal; IVRT = isovolumetric relaxation time; LV = left ventricle; LVID = left
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ventricle internal diameter; miRNA = microRNA; mTOR = mammalian target of rapamycin; MV
= mitral valve; PA = propionic acidemia; PCC = propionyl-CoA carboxylase; PI3K/AKT = phos-
phatidylinositol 3 kinase-protein kinase B; ROS = reactive oxygen species; TEM = transmission
electron microscopy; wt = wild-type
AT A GLANCE COMMENTARY
Fulgencio-Covi�an, A et al.

Background

This is a follow-up study following an initial work

investigating the involvement of miRNAs in the

neurometabolic disease propionic acidemia (PA),

frequently associated with life-threatening cardio-

myopathies. In this work we analyze cardiac-

enriched miRNAs (cardiomiRs) and their regu-

lated pathways (PI3K/AKT, mTOR, and autoph-

agy) in heart tissue of the mouse model of PA and

circulating levels of these cardiomiRs in PA

patients’ plasma samples. In vitro studies with

propionate provide insight into potential mecha-

nisms triggering miRNA dysregulation.

Translational Significance

The dysregulation of cardiomiRs in the mouse

model and in PA patients reveals their potential as

disease biomarkers involved in cardiac pathophys-

iology. In addition, our results provide a basis for

the development of specific therapies targeting

dysregulated miRNAs or altered cellular pro-

cesses identified in this work.
INTRODUCTION

MicroRNAs (miRNAs) are small noncoding

RNAs that regulate gene expression through transla-

tional repression or transcript degradation via bind-

ing to complementary sequences in the 3’-UTR of

target mRNAs. To date, evidence has accumulated

identifying miRNA networks that govern most bio-

logical processes and signaling pathways in

response to different stimuli.1 Therefore, miRNA

dysregulation negatively affects cellular physiology

and contributes to disease development. Alterations

in miRNA function have been reported in many

human disorders including cancer, cardiovascular,

neurodegenerative, and metabolic diseases.2 In addi-

tion to their role as critical contributors to cellular

pathophysiology, the discovery of the stable pres-

ence of miRNAs in body fluids in relation to disease

has laid the foundations for their clinical use as

minimal invasive biomarkers for diagnosis, progno-

sis or treatment monitoring.3
In inherited metabolic diseases different reports have

described an altered miRNA profile in animal models

and in patients’ samples.2 Plasma miRNA levels as bio-

markers for disease and treatment response have been

described,4 as well as modulation of miRNA levels as

therapeutic approach.5 In propionic acidemia (PA,

MIM#606054), one of the most frequent life-threaten-

ing organic acidemias, caused by a defect in the mito-

chondrial enzyme propionyl-CoA carboxylase (PCC,

E.C.6.4.1.3), we recently identified a set of altered

miRNAs in liver of the hypomorphic mouse model

Pcca�/�(A138T).6 Three of them, miR-34a, miR-338,

and miR-350 were found upregulated in brain and heart

tissue and the first 2 were also detected in altered levels

in PA patients’ plasma, underlying their possible con-

tribution to disease pathophysiology and their potential

as disease biomarkers.6

PA results from mutations in either the PCCA or

PCCB genes, encoding both subunits of the PCC

enzyme, and is characterized by the toxic accumulation

of propionyl-CoA and derived metabolites. This produ-

ces a secondary mitochondrial dysfunction, an ener-

getic defect and cellular oxidative damage.7 PA

usually presents neonatally as a toxic encephalopathy

although there are milder late-onset forms. Advances

in supportive treatment based on protein restriction and

carnitine supplementation have allowed patients to live

beyond the neonatal period. However, the overall out-

come remains poor in most patients, who suffer from

numerous complications related to disease progression,

among them cardiac alterations (arrythmias, dilated

cardiomyopathy [DCM] or hypertrophic cardiomyopa-

thy), a major cause of PA morbidity and mortality.8,9

The hypomorphic PA mouse model mimics the bio-

chemical and clinical signs of the disease. It exhibits

elevated expression of Nppa, Nppb, and Myh7, encod-

ing atrial natriuretic peptide (ANP), brain natriuretic

peptide (BNP) and b-myosin heavy chain (b-MHC),

respectively, biomarkers of cardiac dysfunction.6,10

Recently, using this model we have demonstrated the

potential role of impaired Ca2+ handling in arrythmias

and cardiac dysfunction in PA.11

Given these observations, in this study we have char-

acterized the cardiac phenotype by histological and

echocardiography studies in hypomorphic PA mice

and analyzed levels of cardiac enriched miRNAs (car-

diomiRs), their target genes and regulated signaling

pathways. Evidence of the clinical relevance of these

findings was provided by the analysis of these

omim:606054
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cardiomiRs in PA patients’ plasma samples. The

results provide new insights into miRNA-mediated

altered cellular processes involved in the development

of PA-associated cardiomyopathy.
MATERIAL AND METHODS

Mice handling. All mice used, wild-type (wt) and

hypomorphic Pcca�/�(A138T), were adults (5�8

month-old) in an FVB (susceptible to Friend leukemia

virus B) background.10 Both males and females were

included in all experiments except in the echochardio-

graphic analysis, in which only males were studied.

Mice were maintained on standard chow. All the

experiments were carried out in a pathogen-free envi-

ronment at the Animal Facility of Centro de Biolog�ıa
Molecular Severo Ochoa, in accordance with the Span-

ish Law of Animal Protection. The Institutional Animal

Experimentation Ethical Committee (Universidad

Aut�onoma de Madrid, reference CEI 963-A026) and

the Regional Environment Department (Comunidad de

Madrid, reference PROEX 22/14) approved all animal

experiments. Genomic DNA isolated from tail biopsies

was used for animal genotyping, as previously

described.10

Mice echocardiography. Transthoracic echocardiog-

raphy was blinded performed by an expert operator in

the CNIC Imaging facility (https://www.cnic.es/en/

investigacion/imaging) using a high-frequency ultra-

sound system (Vevo 2100, Visualsonics Inc., Canada)

with a 40-MHz linear probe. Two-dimensional and M-

mode echography were performed at a frame rate

above 230 frames/sec, and pulse wave Doppler was

acquired with a pulse repetition frequency of 40 kHz.

Mice were lightly anesthetized with 1-2% isoflurane in

oxygen, adjusting the isoflurane delivery trying to

maintain the heart rate in 450§50 bpm. Mice were

placed in supine position using a heating platform and

warmed ultrasound gel was used to maintain normo-

thermia. A base apex electrocardiogram was continu-

ously monitored. Images were transferred to a

computer and were analyzed off-line using the Vevo

2100 Workstation software.

For left ventricular (LV) systolic function assess-

ment, parasternal standard two-dimensional and M-

mode, long and short axis views (LAX and SAX view,

respectively) were acquired. LV ejection fraction, LV

fractional shortening, and LV chamber dimensions

were calculated from these views.12 Mitral valve inflow

pattern was acquired using pulse wave Doppler echog-

raphy in the 4-chamber apical view to assess diastolic

function. The sample volume was positioned parallel

to the blood flow, across the mitral orifice. Early and
late diastolic velocity peak wave (E and A, respec-

tively), the E/A ratio and isovolumetric relaxation time

were measured.13

Transmission electron microscopy. Cardiac tissue was

collected immediately after mice were euthanized by

exsanguination and placed in Trump’s fixative (1%

glutaraldehyde/4% formalin in 0.1 M phosphate

buffer), postfixed in 1% osmium tetroxide, dehydrated

in ethanol, and embedded in Spurr epoxy resin. The tis-

sue was sectioned at 800 angstroms, placed onto cop-

per grids and stained with lead citrate. Sections were

viewed using a model 1400 transmission electron

microscope (JEOL, Tokyo, Japan) at an accelerating

voltage of 80 KeV.

Rapamycin treatment. Rapamycin (LC laboratories,

Boston, Mass) was dissolved in ethanol at 20 mg/mL

and diluted in a solution buffer of 90% PBS, 5% PEG

400, 5% Tween 80. Five month-old wt and PA mice

were injected intraperitoneally every day for a week

with 2 mg/kg of rapamycin. After 7 days of treatment,

mice were sacrificed by CO2 inhalation and hearts

were excised, snap-frozen in liquid nitrogen and stored

at �70˚C until use.

Human samples. Human plasma samples were used

for miRNA analysis. PA patients’ plasma was remnants

of samples referred to the laboratory for follow-up with

the appropriate informed consent. Nine were from

PCCB deficient patients and one from a PCCA defi-

cient patient (Table I). All the samples were taken dur-

ing periods of metabolic stability of the patients and

time after being diagnosed with DCM or Long Qt,

except for P5, who was diagnosed with emerging DCM

at the time of plasma sampling. Matched control

plasma samples were obtained from Sera Lab Ldt.

(http://www.seralab.co.uk/), collected from consented

anonymous donors. The Ethical Committee (Universi-

dad Aut�onoma de Madrid) approved this study. All

human experimental methods were performed in accor-

dance with the relevant guidelines and regulations.

Cell culture and propionate treatment. HL-1 cardio-

myocytes were cultured in Claycomb medium (Sigma,

Saint Louis, Mo), supplemented with 10% fetal bovine

serum, glutamine 20 mM, and a cocktail of antibiotics.

To ensure proper growth of the cells, 0.3 M ascorbic

acid (Sigma), 1 mM retinoic acid (Sigma) and

5 mg/mL insulin (Sigma) were added to the medium.

Before cell seeding, plates were treated for 24 hours

with 0.1% gelatin and 25 mg of fibronectin (Sigma).

Three days before propionate treatment, cells were

seeded in P6 plates (»200,000 cells per well). Then,

5 mM of sodium propionate (Sigma) was added to the

medium and refreshed at 48 hours. Cells were collected

for mRNA and miRNA analysis and reactive oxygen

species (ROS, H2O2) quantification 4 or 8 days after

https://www.cnic.es/en/investigacion/imaging
https://www.cnic.es/en/investigacion/imaging
http://www.seralab.co.uk/
https://doi.org/10.1016/j.trsl.2019.12.004


Table I. Biochemical and genetic data and cardiac phenotype of PA patients included in the circulating miRNA an lysis

Pat. Sex Age at diagnosis Plasma (mmol/L) Urine (mmol/mol creat) Genotype Actual
age

Cardiac
phenotype

Comments

C3 NV
< 0,89

Gly NV
<293

3OHP NV
<30

PG NV:
ND

MC NV
<13

P1 F 14 d
Metabolic ketoacidosis,
hyperammonemia

51 691 955 122 907 PCCB:
c.494G>A +
c.1218_1231del14ins12

30 y Long Qt at 14 y No cardiac pheno-
type at last follow-
up

P2 F 1 d
Ketosis, mild
hyperammonemia

59 1072 441 721 681 PCCB: c.1218_1231del14ins12
+ c.1218_1231del14ins12

30 y DCM since
infancy

Treated with digoxine

P3 F 1 m 22 d
Metabolic ketoacidosis

23 - 148 33 5909 PCCB:
c.502G>A+ c.502G>A

21 y Normal at 16 y No recent cardiac
examination

P4 F 6 y 3 m
Metabolic acidosis

22 - 372 189 907 PCCA:
c.1846-2_1852del +
c.229C>T

38 y Normal -

P5 M 1 y 10 m
Metabolic ketoacidosis

31,3 - 72 4 364 PCCB:
c.502G>A+ c.1173dupT

23 y Emerging DCM DCM just detected

P6 M 3 y 1 m
Metabolic ketoacidosis

25 1010 514 756 1295 PCCB:
c.502G>A +
c.1218_1231del14ins12

17 y Long Qt No clinical impact

P7 M 2m 2 d
Metabolic acidosis

40 922 204 13 724 PCCB:
c.737G>A+ c.737G>A

20 y Normal -

P8 F 11 y 5 d
Ketosis. Chickenpox.

23 184 10 220 PCCB:
c.683C>T +
c.1218_1231del14ins12

14 y Long Qt Twin of P10

P9 F 25 y 5 m
Nometabolic
disturbances

8 - 125 14 178 PCCB:
c.683C>T +
c.1218_1231del14ins12

28 y Long Qt Sister of P8 & P10

P10 M 11 y 7 m
Nometabolic
disturbances.

11 - 94 11 329 PCCB:
c.683C>T +
c.1218_1231del14ins12

14 y Long Qt Twin of P8

Abbreviations: C3, propionylcarnitine; Creat, creatinine; DCM, dilated cardiomyopathy; d, days; F, Female; Gly, glycine; 3OHP, 3-h droxypropionic acid; M, male; m, months; MC, methylcitric
acid; ND, not detectable; NV, normal value; pat (P), patient; PG, propionylglycine; y, years.
Most patients were diagnosed when ametabolic crisis occurred presenting the typical PA organic aciduria.
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initiation of treatment. To determine ROS production

by flow cytometry, cells were detached by trypsiniza-

tion and cellular fluorescence intensity was measured

after 30 minutes incubation at 37˚C with the

H2DCFDA probe in the FACS Canto II (Becton Dick-

inson Biosciences). Data analysis was performed using

FlowJo program.

RNA and protein extraction. For RNA extraction, both

tissue and cell (HL-1 cardiomyocytes) samples were

treated for 20 minutes with lysis buffer (supplied by Qia-

gen) and proteinase K. Then, total RNA was extracted

using miRNeasy mini kit (QIAGEN, Hilden, Germany)

according to manufacturer’s instructions. Concentration

and integrity of total RNA was measured in the Nano-

Drop ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop Technol-

ogies Inc, Rockland, Del). RNA isolation from human

plasma samples was performed using miRNeasy Serum/

Plasma Advanced Kit (QIAGEN), following the man-

ufacturer�s instructions. 200 mL of plasma were used and

RNA was eluted in 20 mL.
Protein samples were obtained from HL-1 cells and

from frozen mouse heart tissue. HL-1 cells were har-

vested by trypsinization and treated with lysis buffer

(10 mM Tris-HCl 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% Triton, and

10% glycerol), protease and phosphatase inhibitors.

Samples were subjected to freeze-thawing cycles and

proteins were collected in the supernatant fraction after

centrifugation of the cell lysates. Mouse heart tissue was

pulverized using screws cooled in liquid N2 and proteins

were isolated by disrupting the powdered tissue in lysis

buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1%

Triton X-100, 1 mM EDTA, and 10% glycerol) using

TissueLyser (2 rounds of 90 seconds at 20 Hz) followed

by centrifugation at 10,000 g for 30 minutes at 4˚C. Pro-

tein concentration in the supernatant was measured

using the Bradford method (Bio-Rad Laboratories).

miRNA analysis. A total of 5 ng RNA was obtained

from heart tissue or HL-1 cells and 4 mL of the RNA

eluate from plasma samples were used for retrotran-

scription using the miRCURY LNA RT Kit (QIAGEN).

miRNAs were amplified using specific LNA primers

and miRCURY LNA SYBR Green PCR kit (QIAGEN),

in a LightCycler 480 instrument (Roche Applied Bio-

sciences, In), according to the manufacturer’s instruc-

tions. For tissue and cellular samples, miR-423-3p and

snRNA U6 were used as endogenous controls; for

plasma samples, miR-103a-3p was used for normaliza-

tion. Relative miRNA expression was quantified using

the comparative threshold method after the detection of

the different Ct values for the reference miRNA and the

target ones, using the 2�DDCt method. All samples were

run in triplicate.

mRNA quantification. For gene expression analysis,

cDNA was obtained by retrotranscription of 500 ng of
total RNA from mouse heart samples or HL-1 cells

using NZY First-Strand cDNA synthesis kit (NZY-

Tech, Lda, Lisbon, Portugal). Nppa (ANP), Nppb

(BNP), Myh7 (b-MHC), Col1a1 (COL1A1), Col1a2

(COL1A2), Col3a1 (COL3A1), and Med13 (THRAP1)

genes were amplified with specific primers (available

upon request) using Perfecta SYBR Green FastMix kit

(Quanta Biosciences, Beverly, Mass) in a LightCy-

cler480 II instrument (Roche Applied Biosciences).

Gapdh was used as endogenous control and quantifica-

tion was done using the 2�DDCt method.

Phosphatidylinositol 3 kinase-protein kinase B signaling

pathway expression profiling. Total RNA (100 ng/mL)

from wt and PA mouse heart tissue was reversed tran-

scribed using NZY First-Strand cDNA synthesis kit

(NZYTech, Lda, Lisbon, Portugal). cDNA samples

were pooled in 4 control and 4 PA groups. mRNA pro-

filing was performed with Mouse phosphatidylinositol

3 kinase-protein kinase B (PI3K-AKT) Signaling Path-

way RT2 Profiler PCR Array (QIAGEN), which con-

tains mouse specific primers for 84 genes involved in

the PI3K-AKT pathway. Real-time PCR amplification

was performed with Perfecta SYBR Green FastMix

(Quanta Biosciences) in an ABI 7900HT instrument

(Applied Biosystems, Calif). The ABI software was

used to obtain raw threshold cycle value for each

mRNA. qRT-PCR reactions and analysis were carried

out at Genomics Core Facility, Parque Cient�ıfico de

Madrid, Spain. Relative quantification or fold change

for each mRNA was calculating with the 2�DDCt

method, using 5 housekeeping genes (Gapdh, B2m,

Actb, Ywhah, and Gusb) as internal controls.

Western blotting. For western blot analysis, equal

amounts of protein (50�75 mg) were loaded into 10%

or 12% SDS-polyacrylamide gels. Proteins were trans-

ferred into a nitrocellulose membrane using the iBlot

Dry Blotting System. For the analysis of total and

phosphorylated proteins, membranes were blocked for

1 hour with 5% nonfat milk or 3% bovine serum albu-

min, respectively, in 0.1% TBS-tween and incubated

overnight with the corresponding primary antibody:

LC3B (1:500, Cell Signaling Technology, Danvers,

Mass), caspase 3, caspase 9, LAMP1, Phospho-p70 S6

Kinase (Thr389), p70 S6 Kinase, S6 Ribosomal Pro-

tein, Phospho-4E-BP1 (Ser65), Phospho-S6 Ribosomal

Protein (Ser240/244), 4E-BP1 (all of them used at

1:1,000, Cell Signaling Technology, Danvers, Mass)

and p62/SQSTM1 (2C11) (1:5,000, Abnova-novus bio-

logicals). Secondary antibodies were goat anti-rabbit

and goat anti mouse (1:5,000 or 1:10,000, respectively,

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Calif). Anti-

body against GAPDH was used as loading control

(1:5,000, Abcam, Cambridge, UK). Enhanced chemilu-

minescence reagent (ECL, GE Healthcare) was used

https://doi.org/10.1016/j.trsl.2019.12.004
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for protein detection. Band intensity for each protein

was quantified with BioRad GS-900 Densitometer

(BioRad) and ImageLab program.

Bioinformatics tools. miRNA function, their targets

and their expression profile were analyzed using miR-

Walk 2.0 (http://zmf.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/

mirwalk2/), TargetScan database (http://www.targets

can.org/vert_72/) and Human miRNA Tissue Atlas

(https://ccb-web.cs.uni-saarland.de/tissueatlas/).

Statistical analysis. Data were presented as mean §
SD. To analyze significant differences, the distribution

of 2 groups was compared using 2-tailed unpaired

t-test distribution; 3 or more groups were compared

using ANOVA method followed by the Tukey’s hon-

estly significant difference or Games Howell post hoc

test. P values below 0.05 were considered statistically

significant: *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.
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RESULTS

Echocardiographic and biochemical studies. In order

to characterize the cardiac phenotype of the hypomor-

phic PA mouse model, we performed echocardio-

graphic studies in wt and Pcca�/�(A138T) male mice

(n = 6 wt group and n = 7 PA group) at 5 and 8 months

of age. Longitudinal echocardiographic analyses

revealed cardiac alterations characterized by signs sug-

gestive of diastolic dysfunction (Table II). The dia-

stolic interventricular septal thickness was increased in

PA mice compared with that of control mice. Diastolic

left ventricular posterior wall thickness was also signif-

icantly increased in hypomorphic 5 month-old mice

compared with wt mice. No differences were found in

the analysis of the left ventricular mass (LV mass).

E/A ratio, a clinical marker of diastolic dysfunction,

was slightly increased in PA mice at 5 (35% increase)

and 8 (20% increase) months of age as compared to wt

(Table II) not reaching statistical significance. In addi-

tion, PA mice had an elevation in left ventricle internal

diameter at end-diastole at both ages, indicating LV

chamber dilation and DCM. We observed a reduction

in the ejection fraction and fractional shortening

parameters in 8 month-old PA mice compared to wt

although not reaching statistical significance (Table II).

Heart rates were similar between wt and PA mice.

Further to functional abnormalities, PA mice also dis-

played elevated gene expression of the fibrosis markers

Col1a1 and Col3a1 at 5 months of age (Supplementary

Figure 1). The expression of Nppa, Nppb, and Myh7,

coding for cardiac damage markers ANP, BNP, and

b-MHC, is elevated at this time point,6,10 with no statis-

tically significant changes detected at earlier (2 months)

or later (10 months) ages (data not shown).

http://zmf.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk2/
http://zmf.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk2/
http://www.targetscan.org/vert_72/
http://www.targetscan.org/vert_72/
https://ccb-web.cs.uni-saarland.de/tissueatlas/
https://doi.org/10.1016/j.trsl.2019.12.004
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Histology and electron microscopy studies. Mitochon-

drial dysfunction inherent to PA can lead to lipid accu-

mulation in tissue; lipid droplets have been observed in

muscle tissue from PA patients.14 Cardiac tissues from

the mice were analyzed by transmission electron

microscopy. Hearts from wt mice contained regular

sarcomere banding patterns with mitochondria evenly

dispersed in relatively straight bands with no lipid

droplets (Fig 1, top row). In contrast, there were

increased numbers of light gray and white circular bod-

ies consistent with the presence of lipid droplets in the

hearts from PA mice (Fig 1, bottom rows).

Expression levels of cardiomiRs in PA mice hearts. We

selected a series of 13 miRNAs expressed in cardiac tis-

sue and reported in the literature to be associated with

cardiomyopathies (Supplementary Table 1) for their

analysis in heart samples from wt and PA mice (n = 5
Fig 1. Transmission electron microscopy of cardiac tissue. Heart tis-

sue of wt and PA mice was analyzed by TEM. Panels on the left

were viewed at 5,000X magnification, with bars representing 5 mm.

Panels on the right correspond to the image within the boxes shown

at 20,000X magnification, with bars representing 1 mm.
per group, 5 month-old males and females). The results

showed a significant upregulation of 11 miRNAs, with

miR-208a, miR-22, miR-199a, and miR-199b exhibiting

the highest fold-increase (13-fold�15-fold) compared to

samples from wt mice (Fig 2). The expression of miR-

208a in PA mice hearts was further examined at differ-

ent ages, in 2-month-old mice there is a moderate

increase (3-fold compared to wt mice) while in 10-

month-old mice its expression is reduced (0.2-fold)

(data not shown).

Analysis of signaling pathways and selected miRNA

targets. Our next aim was the investigation of altered

cellular processes regulated by the identified miRNAs

that could underlie the development of cardiomyopathy

in PA. Thus, we analyzed signaling pathways and

selected target genes of the miRNAs, previously func-

tionally validated by modulating miRNA levels in dif-

ferent cellular and/or animal models of heart disease

(Supplementary Table 1).

As a first step, we performed gene expression profiling

in PA and wt mice heart samples (n = 8, grouped in 2

pools of 4 mice each, 5-month-old males and females),

analyzing 84 genes involved in the PI3K/AKT pathway

that has been shown to play a role in cardiac remodeling15

and is regulated by several of the identified cardiomiRs.

The analysis included members of the AKT and PI3K

families and their regulators, genes involved in regulation

of actin organization and cell migration, glycogen syn-

thase kinase 3 inactivation and b-catenin accumulation,

and genes in the insulin-like growth factor 1, mammalian

target of rapamycin (mTOR), autophagy, and apoptotic

pathways. Eighteen genes were downregulated and 15

upregulated, considering fold changes of >1.3 or <0.7

(Fig 3). Among the upregulated genes, there are several

that promote cell survival/proliferation and/or with prohy-

pertrophic function such as Jun, Igf1r, Eif4b, Raf1, Pak1,

Mtor, PIk3ca, Tcl1 or Fos. Genes involved in inflamma-

tory responses were also found upregulated (Tlr4, Tirap,

Myd88). On the other hand, genes regulating apoptosis

(Csnk2a1, Fasl, Foxo3) exhibited decreased expression,

as well as others regulating NFkB activation (Chuk,

Irak1, Nfkbia). Gja1, encoding gap junction protein alpha

expressed in the heart left ventricle and important for con-

traction, was also found downregulated, as well as Pten

and Tsc2, known inhibitors of the mTOR pathway. The

observed downregulation of Pten, validated target of

miR-22, correlates with the observed increased expres-

sion of this miRNA, which is essential for cardiac growth

and remodeling in response to stress.16 Other targets of

the identified dysregulated miRNAs in PA mice hearts

are indicated in Fig 3.

In a next step, we sought to analyze in depth cardiac

autophagy and mTOR activation in PA mouse heart

https://doi.org/10.1016/j.trsl.2019.12.004


Fig 2. Relative expression analysis of selected miRNAs specifically expressed in cardiac tissue (cardiomiRs).

miRNA expression analysis was performed by qRT-PCR in heart samples from wt and PA mice (5 month-old,

n = 5 per group). Statistical significance was determined by Student�s t-test. *p < 0.05; **P < 0.01,

***P < 0.001. RQ, relative quantity.

Fig 3. Dysregulated genes in PA mice hearts identified in the expression array of PI3K/Akt signaling pathway.

Gene expression analysis was performed by qRT-PCR from cardiac pooled samples of wt and PA mice (5 month-

old, n = 8 per group). Upregulated miRNAs identified in PA mice hearts are shown above their respective targets.

Translational Research
50 Fulgencio-Covi�an et al April 2020
tissue, based on the results of the PI3K/AKT array and

on the described involvement of the mTOR pathway in

the regulation of cardiomyocyte cell size mediated by

miR-199a,17 one of the miRNAs which we found most

highly upregulated. The results showed a significant

decrease in the autophagic marker LAMP1 and an

increase in p62, indicating autophagy impairment (Fig

4, A) as well as activation of components of the mTOR

signaling pathways in PA mice heart compared to
controls (Fig 4, B). Activation signature of the mTOR

pathway and autophagy decrease was validated using

the commercially available drug rapamycin. Acute treat-

ment with this mTOR inhibitor (7 consecutive daily

intraperitoneal injections with 2 mg/kg of rapamycin in

wt and PA mice, n = 9�10 per group) effectively

reverted some of these alterations, increasing autophagy

process (increasing levels of LAMP1 and decreasing

levels of p62) (Fig 4, C) and decreasing levels of

https://doi.org/10.1016/j.trsl.2019.12.004


Fig 4. Analysis of protein levels of autophagy and the mTOR related signaling pathways. Heart samples from 5

month-old wt and PA mice (n = 5-10 per group) were analyzed by Western blot. Representative blots are shown

on the left and on the right the corresponding quantification by laser densitometry of proteins involved in

autophagy (LC3BI, LC3BII, LAMP1 and p62) (A, C) and protein synthesis (S6K, S6, 4EBP1, and the phosphor-

ylated forms) (B, D). In each blot, GAPDH was used as a loading control. In C and D, protein values are shown

relative to untreated controls. Statistical significance was determined by Student�s t-test. *P < 0.05; **P < 0.01,

***P < 0.001.
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proteins involved in mTOR pathway (Fig 4, D).

Notably, rapamycin treatment in PA mice decreased

the expression of Nppb and Myh7 (Supplementary

Figure 2).

In addition, we also investigated specific previously

functionally validated targets of the dysregulated miR-

NAs, which could be contributing to PA cardiac dys-

function. miR-199a has been described to regulate

metabolic switching from fatty acid oxidation to gly-

colysis during heart remodeling, through repression of

the expression of cardiac peroxisome proliferator-acti-

vated receptor d (PPARd).18 miR-208a is involved in

the control of cardiac contractility in response to stress

or hypothyroidism through the inhibition of MED13, a

cofactor of the thyroid hormone nuclear receptor that

represses b-MHC expression in the adult heart.19 miR-

133a represses the expression of caspase 3 and caspase

9 protecting cardiomyocytes from oxidative stress-

mediated cell death.15 Caspase 3 has also been
validated as a direct target of miR-378. Accordingly, in

PA mice heart, we could confirm a significant decrease

in the expression of these targets (Ppard, Med13,

Casp3, and Casp9) (Supplementary Figure 3).

Effect of propionate in HL-1 cardiomyocytes. To inves-

tigate potential mechanisms triggering miRNA dysre-

gulation in PA mice hearts and the contribution of

accumulating toxic metabolites to the development of

cardiac dysfunction, we analyzed the effect of propio-

nate treatment in the cardiac murine cell line HL-1.

Cells were treated during 4 days with 5 mM propionate

(concentration detected in patients’ plasma20) and the 4

miRNAs showing highest upregulation in PA mice

hearts (miR-208a, miR-199b, miR-22, and miR-199a)

were analyzed, as well as cardiac dysfunction markers

and ROS levels. Propionate treatment resulted in an

increase in ROS levels, as previously reported in differ-

ent in vitro and in vivo models7 and induced the

expression of Nppb and Myh7 (Fig 5, A and B).

https://doi.org/10.1016/j.trsl.2019.12.004


Fig 5. Effect of propionate in the cardiac murine cell line HL-1. Cells were treated with 5mM propionate for

4 days and (A) ROS production was quantified by flow cytometry using the H2DCFDA probe, (B) expression of

cardiac damage markers Nppb and Myh7 were analyzed by qRT-PCR. (C) cardiomiRs (miR-22, miR-199a/b

and miR-208a) were analyzed by qRT-PCR after 4 and 8 days of propionate treatment. Statistical significance

was determined by Student�s t-test. **P < 0.01, ***P < 0.001. RQ, relative quantity.
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miRNA levels did not vary significantly after 4 days

but longer exposures to propionate (8 days) resulted in

the upregulation of miR-22, miR-199a, and miR-199b,

while miR-208a levels decreased (Fig 5, C).

miRNA analysis in PA patients’ plasma samples. Up to

70% of PA patients develop cardiomyopathy.8,9 In order

to determine the translatability of the results obtained in

the mouse model we investigated the presence and the

expression levels of the identified cardiomiRs in PA

patients’ plasma samples compared with matched con-

trol samples (>12 years of age; n = 10) (Table I). In this

preliminary study, we analyzed 5 miRNAs showing

highest upregulation in PA mice hearts (miR-208a,

miR-22, miR-199a, miR-199b, and miR-29a) as well as

miR-133a, a circulating miRNA studied in relation to

fibrosis and DCM.21 miR-208a and miR-199b could not

be detected, which in the case of miR-208a could be

attributed to the specific amplification technique used.22

miR-22, mir-29a, miR-133a, and miR-199a were

decreased in PA patients’ samples (Fig 6, A). Closer

inspection of the miRNA profile in individual patient

samples revealed a specific pattern shared by most of
them (Fig 6, B), even though not all patients exhibited

the same cardiac phenotype (Table I). Only patient 2

showed a clearly different miRNA profile with highly

increased levels of miR-29a (Fig 6, B).
DISCUSSION

Cardiomyopathy is a major health problem in PA

patients, strongly influencing overall morbidity and mor-

tality.8,9 Although PA usually presents neonatally and is

today included in newborn screening programs in some

countries, there are cases of milder, even asymptomatic,

patients presenting later with cardiomyopathy. To date, it

is largely accepted that the bioenergetic deficiency and

oxidative stress due to a secondary mitochondrial dys-

function contributes to the progressive decline of myocar-

dial function in PA. We have recently shown redox-

mediated alterations in sarco/endoplasmic reticulum

Ca2+-ATPase (SERCA2a) function impairing Ca2+ han-

dling as a new pathological mechanism involved in PA

cardiomyopathy,11 although additional factors are proba-

bly involved. There is an unmet clinical need to advance

https://doi.org/10.1016/j.trsl.2019.12.004


Fig 6. Relative levels of miR-22, miR-29a, miR-133a and miR-199a in plasma samples from PA patients.

miRNA relative expression analysis was performed by qRT-PCR. All samples were from PA patients and con-

trols older than 12 years (n = 10 per group). (A) Representation of the mean levels of cardiomiRs and (B)

miRNA profile for each patient. Statistical significance was determined by Student�s t-test. **P < 0.01.

*P < 0.05. RQ, relative quantity.
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further in the understanding of PA cardiac pathology, to

develop novel, better suited treatments, and to identify

biomarkers for earlier diagnosis of this complication and

for response to treatment. miRNAs are known to play an

important role in cardiac development, dysfunction,

and failure. In this study, we used the hypomorphic

Pcca�/�(A138T) PA mouse model to analyze the expres-

sion of cardiac enriched miRNAs and their targets govern-

ing biological processes linked to cardiovascular disease.

Our results show structural defects and signs of dia-

stolic dysfunction in PA mouse hearts and confirm the

presence of specific markers of cardiac damage, includ-

ing (1) gene expression reprogramming, as shown by

upregulation of early immediate genes (c-Fos, Jun)

and reactivation of a set of fetal cardiac genes (Nppb

and Myh7), (2) increase in the expression of collagen

genes indicating the appearance of myocardial fibrosis,

and (3) increase in protein synthesis and decrease in

autophagy (mTOR activation). In addition, we observe

a decrease in caspases 3 and 9 levels, indicative of car-

diac remodeling that accompanies the progression of

cardiac pathology. We could also confirm a significant

decrease in the expression of Ppard, coding for PPARd,

the critical regulator of energy metabolism in heart,

which is shifted toward glycolysis in the failing heart.

In line with this, we previously documented a signifi-

cant reduction in the fatty acid oxidation enzyme

HADHA in PA mouse hearts.23 In brief, the data reflect

the complex cellular phenotype with multiple signaling

pathways altered in PA mouse hearts.

Notably, this is the first study describing the in vivo

dysregulation of cardiac-enriched miRNAs in PA which

could be involved in the development of cardiac altera-

tions. We sought for potential causes and consequences

of those changes and identified propionate as an
exogenous factor which may trigger the alterations in

the expression of these miRNAs, although other mecha-

nisms may act in concert. miRNA expression is regu-

lated at both transcriptional and post-transcriptional

levels, with documented direct and indirect effects of

certain endogenous (chemokines, hormones) and exoge-

nous (xenobiotics) compounds.24 Propionate is a known

histone deacetylase inhibitor25 and cardiac remodeling

and hypertrophy has been linked to histone acetyla-

tion.26 In addition, propionyl-CoA was recently shown

to stimulate transcription through an increase in histone

3 lysine propionylation (H3K4pr), thereby linking the

metabolic state of the cell with chromatin architecture.27

Livers of the hypomorphic PA mouse model display

higher levels of H3K14pr which revert to wild-type lev-

els after gene therapy.27 Another plausible explanation

is that miRNA dysregulation may be driven by a ROS

signaling mechanism, as increased propionate levels

induce ROS elevation resulting in oxidative damage,

both in vivo and in vitro as shown in this work and in

previous studies.28 In turn, ROS are known to activate

signaling kinases and transcription factors, mediate apo-

ptosis and stimulate cardiac fibroblast proliferation lead-

ing to cardiac remodeling.29

Eleven of the studied miRNAs were found upregu-

lated in the PA mouse heart, with miR-208a, miR-

199b, miR-22, miR-199a and showing >13-fold

increased levels compared to wt samples. Except for

miR-208a, the expression of these miRNAs was

induced in cardiomyocytes upon propionate treatment.

miR-208a plays a crucial role in heart health and dis-

ease, regulating cardiac contractility, hypertrophy path-

way components, and cardiac conduction system. It is

encoded by an intron of the Myh6 gene and upon car-

diac stress induces the expression of the dominant

https://doi.org/10.1016/j.trsl.2019.12.004
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embryonic myosin isoform b-MHC (which we find

increased in PA mouse hearts), contributing to dimin-

ishing cardiac performance.19 In DCM patients this

miRNA has been described as a predictor of cardiac

death and progression of heart failure, with higher

endomyocardial levels associated with adverse clinical

outcomes.30 Recently, a negative feedback loop

between ROS and miR-208a was recently shown in

cultured rat cardiomyocytes, with ROS attenuating

miR-208a expression,31 which could explain our

results in propionate treated cardiomyocytes. miR-

199a is involved in mTOR activation and autophagy

and in mitochondrial fatty-acid oxidation

impairment.17,18 We have confirmed decreased Ppard

expression, a direct target of miR-199a mediating car-

diac fuel switch from fatty acid to glucose, which is

also observed in normal rat hearts perfused with high

exogenous propionate,32 again providing a possible

link between the accumulating metabolite in PA, a dys-

regulated miRNA and developing heart failure. Our

data have also revealed an impairment in the autopha-

gic flux in PA mouse hearts due to elevated mTOR sig-

naling, which could contribute to cardiac pathology

and that could be restored by rapamycin. Rapamycin

ester temsirolimus, an FDA-approved drug with more

favorable pharmaceutical properties and mild side

effects,33 may be an attractive therapeutic option for

PA patients exhibiting cardiomyopathy.

Furthermore, the miRNAs identified in our study can

be considered per se as potential therapeutic targets.

miRNA-based therapeutics is currently an increasing

field of research, with the development of drugs aiming

to inhibit (antagomiRs) or overexpress (miRNA

mimics) specific miRNAs altered in disease.34 Future

studies will elucidate whether this approach is applica-

ble in the PA mouse model, due to the observed com-

plex changes in different cellular processes regulated

by multiple miRNAs. In DCM, few miRNAs have

been directly implicated as therapeutic targets,

although the overexpression of miR-699a resulting in a

long-term benefit for severe chronic myotonic dystro-

phy-associated DCM represents a landmark case.35

The presence of dysregulated circulating cardiomiRs in

PA patients’ samples provides strong evidence of the

clinical significance of our study. As in other diseases36

we observe opposed changes in expression in tissues ver-

sus plasma samples (upregulated and downregulated,

respectively), which can be due to different regulatory

processes in mice and humans, as well as to the fact that

miRNAs are mostly actively secreted as a specific biolog-

ical process and circulating miRNAs do not reflect intra-

cellular levels. Although the low number of samples

analyzed (a common limitation in the field of rare genetic

diseases) precludes drawing definitive conclusions, the
distinct miRNA signatures also support their potential

applicability as biomarkers of disease progression or of

response to treatment. However, given the low concentra-

tion of circulating cardiomiRs in plasma samples, which

is further decreased in PA patients, the use of alternative

profiling methods such as next generation sequencing

which may provide lower detection limits and accurate

quantification,37 should be evaluated and differences rig-

orously validated. It is worth noting that some of the

patients showing an altered circulating miRNA profile

exhibited no cardiac manifestations at the time of the

analysis and that the only patient under specific treatment

for cardiac disease exhibits a different miRNA profile (P2

in Fig 6, B). Our results constitute a starting point for a

wider international study including different PA patient

cohorts with documented clinical histories relative to car-

diac phenotypes. It will be interesting to confirm if early

metabolic and signaling dysregulations and miRNA and

gene expression alterations precede overt cardiomyopathy

in PA, as has been documented for other monogenic dis-

eases.38 In addition and as cardiomyopathies may be

reversed after liver transplantation in PA patients,39 the

analysis of circulating cardiomiRs before and after this

intervention will confirm the involvement of these miR-

NAs in PA-associated cardiomyopathy.
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