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Resumen / Resumo / Abstract
Resumen

La osteoartritis (OA) es una de las enfermedades musculoesqueléticas mas prevalentes a nivel
mundial, sin embargo, su patogenia es compleja y a dia de hoy no esté clara. En los tltimos afios
se ha puesto de manifiesto el papel de la mitocondria en la OA, asi como el papel de los
haplogrupos de ADNmt en su incidencia y progresion. La mitocondria es un organulo celular que
desempefia una funcidon esencial en el metabolismo de la glucosa y de los acidos grasos. La
concentracion de glucosa tiene un efecto sobre el metabolismo celular y la OA ya que altas
concentraciones se relacionan con una mayor produccién de Especies Reactivas de Oxigeno
(ERO). Se ha descrito que los condrocitos sanos son células altamente glucoliticas, aunque
obtienen un 25% del ATP por la via mitocondrial y tienen la flexibilidad metabolica necesaria para
adaptarse a los cambios de metabolitos, lo que no ocurre en condrocitos OA. La utilizacién de un
modelo celular in vitro se presenta como una herramienta 1til para estudiar de forma simple el
papel de la mitocondria en numerosas patologias complejas como la OA. Asi, el objetivo de este
proyecto es estudiar si la glucosa podria tener un papel modulador en la respuesta mitocondrial en
un modelo celular in vitro basado en cibridos transmitocondriales portadores de mitocondrias
sanas y artrosicas. Para ello, se evaluara el estatus mitocondrial, por un lado, analizando el nimero
de copias de ADNmt y la biogénesis mitocondrial y, por otro, analizando la red mitocondrial y los
niveles de produccion de ERO utilizando MitoTracker Red y MitoSOX respectivamente. Dada la
importancia del metabolismo, también se analizaran las concentraciones de tres metabolitos
esenciales: la glucosa, el 4cido lactico y el piruvato y seguidamente se estudiara la capacidad
glucolitica y la funcion mitocondrial utilizando un SeaHorse XFp Flux Analyzer. Todo ello, como

respuesta a la incubacidn con diferentes concentraciones de glucosa.



Resumo

A osteoartrite (OA) ¢ unha das enfermidades musculoesqueléticas mais prevalecentes a nivel
mundial, con todo, a sua patoxenia ¢ complexa e a dia de hoxe non esté clara. Nos tltimos anos
puxose de manifesto o papel da mitocondria na OA, asi como o papel dos haplogrupos de ADNmt
na sua incidencia e progresion. A mitocondria ¢ un orgénulo celular que xoga unha funcién
esencial no metabolismo da glicosa e dos acidos graxos. A concentracion de glicosa ten un efecto
sobre o metabolismo celular e a OA xa que altas concentracions relacionanse cunha maior
produciéon de Especies Reactivas de Osixeno (ERO). Describiuse que os condrocitos sans son
células altamente glicoliticas, ainda que obtefien un 25% do ATP pola via mitocondrial e tefien a
flexibilidade metabdlica necesaria para adaptarse aos cambios de metabolitos, o que non ocorre
nos condrocitos OA. A utilizacién dun modelo celular in vitro preséntase como unha ferramenta
util para estudar de forma simple o papel da mitocondria en numerosas patoloxias complexas como
¢ a OA. Asi, o obxectivo deste proxecto ¢ estudar se a glicosa poderia ter un papel modulador na
resposta mitocondrial nun modelo celular in vitro baseado en cibridos transmitocondriales
portadores de mitocondrias sas e artrosicas. Para iso, avaliarase o estatus mitocondrial, por unha
banda, analizando o nimero de copias do ADNmt e a bioxéneses mitocondrial e, por outro,
analizando a rede mitocondrial e os niveis de producién de EROs utilizando MitoTracker Rede e
MitoSOX respectivamente. Dada a importancia do metabolismo, tamén se analizardn as
concentracions de tres metabolitos esenciais: a glicosa, o acido lactico e o piruvato e seguidamente
estudarase a capacidade glucolitica e a funcion mitocondrial utilizando un SeaHorse XFp Flux

Analyzer. Todo iso, como resposta 4 incubacion con diferentes concentracions de glicosa.



Abstract

Osteoarthritis (OA) is one of the most prevalent musculoskeletal diseases. However, OA
pathogenesis is complex and unclear. Nowadays, the role of mitochondria and mtDNA
haplogroups have been related to the OA’s incidence and progression. Mitochondria is a cellular
organelle that plays an essential role in glucose and fatty acids metabolism. Glucose concentration
has an impact on cellular metabolism and in OA, high glucose concentrations are associated with
an increase in Reactive Oxygen Species (ROS) production. Healthy chondrocytes have been
reported as highly glycolytic cells, although they obtain 25% of ATP via mitochondrial pathway
and have metabolic flexibility, which does not occur in OA chondrocytes. The use of an in vitro
cellular model is a useful tool to study the real role of mitochondria in complex diseases as OA.
The aim of this project is to study the effect of glucose concentration over the mitochondrial
response by using an in vitro model based on transmitochondrial cybrids with mitochondria from
healthy and OA donors. To obtain this objective, the mitochondrial status will be evaluated,
analyzing the mtDNA copy number and mitochondrial biogenesis through Q-PCR. Mitochondrial
network and ROS production will be evaluated using MitoTracker Red and MitoSOX respectively.
The concentration of three essential metabolites: glucose, lactic acid and pyruvate will be analyzed.
The glycolytic capacity and mitochondrial function will be studied using a SeaHorse XFp Flux
Analyzer. All of these parameters could be evaluated in presence of different glucose

concentrations.



1. Antecedentes y estado actual

1.1. La osteoartritis (OA)

La osteoartritis (OA) es una enfermedad articular cuya patogénesis se caracteriza por el estrés
celular y la degradacion de la matriz extracelular (MEC) iniciada por micro y macro lesiones que
conducen a la activacion de respuestas de reparacion inadecuadas, incluidas las vias

proinflamatorias de la inmunidad innata (Kraus et al., 2016).

Las articulaciones sinoviales son o6rganos constituidos por varios tipos de tejidos organizados de
forma que facilitan la movilidad permitiendo que los huesos se articulen entre si. Estos tejidos son
el hueso subcondral, el cartilago articular hialino, la membrana sinovial, los ligamentos cruzados,
los meniscos, la capsula articular, los ligamentos peri-articulares, las bursas y el musculo

esquelético que la rodea (Blanco, 2018).

La articulacion artrosica se caracteriza por presentar degradacion del cartilago, remodelacion del
hueso subcondral, formacion de osteofitos, inflamacion de la membrana sinovial y del tejido de
sostén como ligamentos, tendones y musculos. Todas estas estructuras estan intercomunicadas e
interactuan, por lo que el estudio de la OA no puede centrarse inicamente en el cartilago, sino que
debe llevarse a cabo teniendo en cuenta todos los tejidos que forman parte de la articulacion
(Blanco, 2018). La progresion de la OA es lenta, primero se manifiesta como una alteracion
molecular y posteriormente se producen alteraciones anatomicas y/o fisioldgicas, causando

finalmente dolor y pérdida de la funcion articular (Kraus et al., 2016).

El cartilago articular hialino recubre los huesos en este tipo de articulaciones, amortiguando y
minimizando asi las fuerzas a las que se somete a los huesos no deformables durante la carga. Este
tejido esta constituido por un tnico tipo celular, los condrocitos, que representan un 2-3% del
mismo y MEC en un 97-98%. La MEC se compone en un 70-80% de agua y el 20-30% restante
corresponde a colageno tipo II (50%), proteoglicanos (30-35%) y otras proteinas. Es un tejido
aneural, avascular y alinfatico, por lo que se nutre mediante difusion desde el liquido sinovial en
su parte superior o desde el hueso subcondral en su parte mas profunda (Dijkgraaf et al., 1995;

Poole et al., 2001).

El condrocito, como unico tipo celular presente en el cartilago articular adulto, se encuentra

ubicado en la unidad funcional del cartilago, el condron, formado por el condrocito, el espacio que



ocupa dentro de la matriz, denominado laguna y la matriz, cuyos componentes son sintetizados
por la propia célula. Estos son células altamente especializadas y son los encargados de mantener
un equilibrio entre la sintesis (anabolismo) y la degradacion (catabolismo) de macromoléculas de
la MEC (Loeser, 2010; Muir, 1995). Durante el proceso artrésico, los condrocitos sufren una
modificacion fenotipica desencadenando reacciones de estrés metabodlico y rompiendo el
equilibrio homeostatico que conduce a la degradacidon de la matriz extracelular, disminuyendo su

proliferacion y aumentando la apoptosis (Blanco & Rego-Perez, 2014; Kraus et al., 2016).

La OA es una enfermedad heterogénea, ya que hay diferentes factores tanto modificables, como
el indice de masa corporal (IMC) o la lesidn articular, como no modificables como el sexo, la edad
o factores genéticos, que interactian y desempefian un papel importante en la enfermedad

(Fernandez-Moreno et al., 2017).

Recientemente la OA ha pasado a dividirse en diferentes fenotipos caracteristicos, entre los que se
encuentran el inflamatorio, el asociado al envejecimiento, el metabolico o el relacionado con
lesiones previas. Donde cada uno de ellos presenta un origen y una etiopatogenia diferente (Blanco,

2018; Rego-Pérez et al., 2020).

Aunque la patogénesis de la OA no esté clara y su naturaleza sea multifactorial, hay evidencias de
que la genética juega un papel esencial en la prevalencia y la progresion de la enfermedad. Desde
los afios 50 se sabe que ciertas formas de la OA estan relacionadas con un fuerte componente
genético (Stecher, 1941). La genética de la patologia es compleja, ya que generalmente no sigue
los patrones tipicos de herencia mendeliana y esta asociada a la interaccion de multiples genes

(Cicuttini, 1996).

En los tltimos afios se han publicado varios estudios de asociacion del genoma completo (Genome-
wide association study, GWAS) desarrollados en la OA que muestran asociacion entre numerosos
polimorfismos de un solo nucledtido (Single nucleotide polymorphism, SNPs) y la patologia, pero
de todos ellos, atin no se ha conseguido discernir cuédles son aquellos que se pueden asociar
estrechamente con la patologia (Jeffries, 2019). Del mismo modo, hay que tener en cuenta que los
factores ambientales (epigenética) también juegan un papel importante de forma que las
interacciones genético-epigenéticas contribuyen a la compleja patogénesis de la OA (Rego-pérez

et al., 2020; Snochowska et al., 2017).



1.1.1. Relevancia socioeconéomica de la OA
Hoy en dia, la OA es una de las enfermedades musculoesqueléticas mas prevalentes a nivel
mundial, se estima que hay aproximadamente un total de 250 millones de personas en todo el

mundo que padecen esta enfermedad (Vos et al., 2012).

En Espaiia, segun el Ministerio de Sanidad, Servicios sociales e Igualdad y el Instituto Nacional
de Estadistica, la OA es considerada una de las patologias cronicas mas comunes por delante de
las enfermedades cardiacas y respiratorias. El estudio de prevalencia de las enfermedades
reumaticas en poblacion adulta en Espafia (EPISER) de 2016, llevado a cabo por la Sociedad
Espafiola de Reumatologia con el objetivo de estimar la proporcion de individuos que presentaban
diversas enfermedades reumaticas en Espafia, estimd que el 19,16% de la poblacidon espafiola
mayor de 40 afios presenta la enfermedad, y reflejé que su frecuencia era distinta segtn el tipo de

articulacion.

La Liga Reumatoloxica Galega, recoge que el 23% de poblacion padece algin sintoma relacionado
con enfermedades reumaticas. Ademas, su prevalencia aumenta con la edad, siendo de hasta el
95% en personas mayores de 65 afios y se prevé que en 30 afios el nimero de casos serd el doble

(Blanco et al., 2011).

La OA tiene un gran impacto en la calidad de vida y capacidad funcional de los afectados, es una
patologia altamente incapacitante, provocando mas discapacidad en los mayores que cualquier otra
enfermedad (Blanco, 2018; Hiligsmann et al., 2013). Actualmente, no hay un tratamiento eficaz
que limite la progresion de la enfermedad, sino que los tratamientos disponibles se centran en
paliar los sintomas, principalmente el dolor y, en ultima instancia se recurre al remplazo articular

(Blanco et al., 2011).

Como resultado de esto, la OA supone un importante impacto socioecondomico. Asi, el coste
médico y el impacto de la OA alcanza aproximadamente el 1-2,5% del producto interior bruto

(PIB) de un pais (Glyn-Jones et al., 2015; Kingsbury et al., 2014).

En Espafia, este gran gasto socio-sanitario repercute tanto a nivel del Sistema Nacional de Salud
como para el sector profesional y empresarial, llegando a alcanzar un coste de 5 millones de euros

anuales, lo que supone un 0,5% del PIB nacional.



1.1.2. Papel de 1a mitocondria y el ADN mitocondrial (ADNmt) en la OA

Como se describia anteriormente, existe una asociacion entre el genoma nuclear y la OA. Ademas,
en los ultimos afios se ha visto que no solo este genoma esta relacionado con la patologia, sino que
el ADN mitocondrial (ADNmt) también juega un papel esencial en su progresion, asi estudios
publicados por el Grupo de investigacion en Reumatologia (GIR) han puesto de manifiesto la
asociacion entre los haplogrupos de ADNmt y la patologia (Blanco et al., 2011; Fernandez-Moreno

et al., 2017; Rego-Pérez et al., 2008)

Las mitocondrias son organulos celulares que, ademas de ser la principal fuente de produccion de
energia en forma de ATP de la célula, también participan en otros numerosos procesos celulares,
como la sefializacion celular, la muerte celular, el control del ciclo celular, el crecimiento celular

y el metabolismo (Pinto & Moraes, 2016).

Estos organulos contienen su propio material genético, el ADNmt, que consiste en una molécula
circular de doble cadena y superenrollada que codifica para 37 genes. La mayor parte del genoma
mitocondrial es codificante, solo hay una pequefia porcidén no codificante llamada D-loop que es
esencial para la transcripcion y la replicacion del ADNmt (Pinto & Moraes, 2016). Aunque la
mayor parte de las proteinas mitocondriales se encuentran codificadas en el ADN genémico y son
importadas a la mitocondria, algunos de los componentes de la CTE estan codificados por genes

mitocondriales, a excepcion del complejo IT (Mueller et al., 2012).

El ADNmt se hereda por via materna y presenta una tasa mayor de mutacion que el ADN gendmico
debido a su proximidad a la cadena de transporte de electrones que es la mayor fuente de
produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO), que carece de histonas como tales y a la
ausencia de un sistema de reparacion eficaz. Debido a esto, a lo largo de la evolucion humana se
han ido acumulando mutaciones puntuales que han dado lugar a lo que se denominan haplogrupos
de ADNmt, definidos por la presencia de SNPs que se heredan en conjunto. Estas mutaciones se
han adquirido a lo largo de la historia humana conformandose por seleccion climatica cuando los
humanos, procedentes de Africa, migraron hacia climas mas frios (Torroni et al., 1994; Wallace,

1994).

Los diferentes haplogrupos de ADNmt condicionan que la mitocondria tenga un funcionamiento

diferente, asi se han asociado con diferencias en el rendimiento en la fosforilacioén oxidativa,



consumo de energia y produccién de calor, niveles de produccion de EROs y eficiencia metabdlica

(Gémez-Duran et al., 2010; Ruiz-Pesini et al., 2000).

Todo esto ha llevado a que exista una relacion entre determinados grupos de ADNmt y una mayor
incidencia de ciertas enfermedades multifactoriales, entre las que se encuentran enfermedades
metabdlicas, como la diabetes tipo 2, neurodegenerativas, como el Alzheimer y el Parkinson, o

cancer (Mueller et al., 2012).

A estas enfermedades se suma la OA, ya que, aunque los condrocitos se consideraban hasta hace
unos aflos células altamente glucoliticas, hoy en dia se sabe que obtienen aproximadamente el 25%
del ATP de la mitocondria y hay numerosas evidencias de que la mitocondria posee un papel
regulador en la OA y de que existe una asociacion entre los haplogrupos de ADNmt y la
prevalencia, incidencia y progresion de la OA en diferentes cohortes mundiales (Blanco et al.,

2018).

1.2. Metabolismo

El metabolismo celular se compone de numerosas rutas organizadas simultdneamente cuyo
objetivo es cubrir las necesidades y el requerimiento energético para la supervivencia celular. La
mitocondria desempefia un papel fundamental en el metabolismo ya que es el organulo celular
donde el carbono es oxidado por el O para obtener energia en forma de ATP. El carbono es
originado principalmente a partir de dos vias metabdlicas, la de la glucosa y la de los acidos grasos
(Mueller et al., 2012). El metabolismo energético normal de una célula se caracteriza por cambios
periddicos en la oxidacion de glucosa (glucolisis y ciclo de los acidos tricarboxilicos (CAT)) y de
los acidos grasos (B-oxidacion), ya que la maquinaria mitocondrial responsable de la combustion
del carbono cambia entre metabolitos en funcion de las circunstancias fisiologicas y nutricionales

(Muoio, 2014).

El metabolismo de la glucosa tiene lugar en dos fases que se dan en dos compartimentos celulares
diferentes. La primera fase se denomina glucdlisis, se produce en el citoplasma celular y consiste
en la degradacion de la glucosa hasta dos moléculas de piruvato. En la segunda fase, las moléculas
de piruvato migran a la mitocondria, donde, a través de la enzima piruvato deshidrogenasa (PDH),
se transforman en Acetil-CoA. Este compuesto se incorpora a continuacion al CAT generando

COz y poder reductor (NADH y FADH2) que se utilizaran posteriormente como sustratos en la



Cadena de Transporte de Electrones (CTE) para producir energia mediante el acoplamiento de esta

con la fosforilacion oxidativa (Liemburg-Apers et al., 2015).

Durante este proceso se genera la mayor parte de especies reactivas de oxigeno (ERO) a nivel
celular, debido a la fuga de electrones de la CTE y la reduccidn parcial del oxigeno molecular, lo
que puede causar dafio oxidativo tanto en la mitocondria como en el resto de la célula (Blanco et
al., 2011). En condiciones normales, la produccién de ERO en el interior celular se relaciona con
la regulacion de procesos como la proliferacion celular, el metabolismo, la apoptosis, etc. Del
mismo modo, se ha descrito que estas moléculas juegan un papel fundamental como mensajeros
secundarios intracelulares de funciones normales en la célula como la expresion génica o la
activacion de cascadas de sefalizacion. La célula dispone de un sistema de enzimas
detoxificadoras que actian cuando se produce un incremento en la generacion de ERO,
eliminandolos (Murphy, 2009; Scarpulla, 2012). El estrés oxidativo refleja un desequilibrio entre
la produccién de ERO y la capacidad de eliminacion de estos. Asimismo, se ha descrito una
relacion entre los niveles de ERO y la absorcion y el metabolismo de la glucosa, daindose una

regulacidn positiva bidireccional entre ambos procesos (Liemburg-Apers et al., 2015).

1.2.1. Relevancia del metabolismo de la glucosa en la OA

La glucosa, como se ha descrito anteriormente, es un importante combustible metabdlico y también
es un precursor estructural en el cartilago, ya que juega un papel importante en la sintesis de la
MEC. Los condrocitos obtienen energia principalmente de la glucdlisis, aunque también utilizan
la fosforilacion oxidativa y poseen la capacidad de utilizar otros combustibles metabdlicos y
fuentes de energia. Los condrocitos de pacientes sanos son capaces de responder a cambios de
demanda nutricional, fenomeno que se denomina flexibilidad metabdlica. Sin embargo, en
pacientes con OA no se da esta flexibilidad metabodlica en condrocitos (Dalmao-Fernandez et al.,

2020; Mobasheri et al., 2017).

Las células regulan la captacion de glucosa mediante transportadores de glucosa (GLUT). Los
GLUT se expresan de una manera altamente especifica de tejido y muestran diferentes
caracteristicas funcionales, lo que permite una regulacion especifica de tejido de la absorcidon de
glucosa. Los condrocitos modulan la captacion de glucosa principalmente a través de GLUT1
cuyos niveles aumentan o disminuyen en respuesta a determinados estimulos como son un

ambiente hipdxico, donde aumenta su concentracion para obtener mayor cantidad de glucosa e



incrementa el flujo de glucdlisis, la presencia de citoquinas proinflamatorias, o el aumento de la

concentracion de glucosa (Mobasheri et al., 2017).

Al cultivar condrocitos a distintas concentraciones de glucosa se observd que, a altas
concentraciones de glucosa, los condrocitos normales son capaces de modular la sintesis y
degradacion de GLUT1 para adaptarse a los cambios, a diferencia de los condrocitos OA, lo que
da lugar a la acumulacién de glucosa intracelular y el consiguiente aumento en la producciéon de
ERO (Rosa et al., 2009). De igual modo, en un estudio en queratinocitos se observé que el cultivo
celular a bajas concentraciones de glucosa disminuia la producciéon de ERO, mientras que altas
concentraciones de glucosa en el medio de cultivo da lugar a la produccion excesiva tanto de Oy
como de H>O; ademas de disminuir los niveles de enzimas detoxificadoras contribuyendo a la
progresion del estrés oxidativo. También se asocio el exceso de produccion de ERO con la
disfuncion mitocondrial, caracterizada por la pérdida del potencial de la membrana mitocondrial
(A¥Ym), aumento de la masa mitocondrial, alteracion de los complejos respiratorios
mitocondriales, liberacion del citocromo ¢ (Cyt c), disminucion del factor de transcripcion

mitocondrial A (TFAM) y aumento de la fragmentacion del ADNmt (Rizwan et al., 2020).

Otro efecto que puede tener la glucosa sobre el metabolismo celular es el efecto Crabtree, que
consiste en la represion de OXPHOS en condiciones de alta concentracion de glucosa,
produciéndose un cambio a metabolismo fermentativo (Wojtczak, 1996). En el metabolismo
basico del cartilago articular el efecto Crabtree tiene un papel regulador importante dado que la
glucosa presente en la membrana sinovial reduce el consumo de glucosa por parte de la capa
superficial del cartilago que se encuentra bien nutrida, de forma que se produce una compensacion
oxidativa con la disminucién de las tasas de glucdlisis en la zona profunda. Ademas, estudios
realizados en cartilago porcino mostraron una estrecha correlacion entre el consumo de oxigeno y

la concentracion y el consumo de glucosa (Mobasheri et al., 2008).

Dadas estas evidencias podemos afirmar que la concentracion de glucosa tiene un efecto
importante sobre el metabolismo celular, lo que ha hecho que recientemente los investigadores se
planteen si la glucosa presente en el medio de cultivo podria estar afectando a la respuesta celular

y, por tanto, dificultando la interpretacion de los resultados obtenidos experimentalmente.
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1.3. Desarrollo de un modelo celular in vitro para el estudio de la patologia artrdsica
Para estudiar la contribucion del ADNmt a distintas patologias es necesario disponer de un modelo
celular in vitro que permita estudiar la funcion real de los polimorfismos del ADNmt bajo un
mismo fondo nuclear. Los cibridos transmitocondriales son lineas celulares eucariotas generadas
tras la fusion de una célula carente de ADNmt (células Rho-0) con células donadoras de ADNmt,

que son carentes de nucleo, pero portadoras del ADNmt que se quiere estudiar (Sazonova et al.,

2018).

Los cibridos representan un herramienta muy util a la hora de investigar patologias complejas
como el Parkinson, el Alzheimer o el céncer, en las que a priori no parece que la mitocondria
pueda estar implicada, sin embargo, son numerosos los estudios que han puesto de manifiesto la
asociacion entre ambas mediante el uso de este modelo celular, destacando asi el papel que juega
la mitocondria en todas ellas y aportando informacion 1til a la hora de conocer, estudiar y buscar

terapias efectivas frente a estas patologias (Sazonova et al., 2018).

Asi, gracias a este modelo celular in vifro se han podido estudiar numerosas mutaciones
patogénicas del ADNmt que incluyen reordenamientos, mutaciones puntuales en el ARNt, en el
ARNr y en genes que codifican proteinas. Se ha conseguido estudiar la contribuciéon de la
disfuncion mitocondrial y las mutaciones de genes de ADNmt a la patogénesis de la OA, asi como
de otras enfermedades. También resultan utiles para estudiar como afectan las variaciones del
ADNmt en la patogénesis de una enfermedad al afectar procesos como produccion de ERO y la
disfuncién mitocondrial. Por ultimo, los cibridos han servido para estudiar interacciones evolutivas
entre genomas nucleares y mitocondriales de especies cercanas evolutivamente (Bacman et al.,

2020; Dalmao-Fernandez et al., 2020).

Todas estas caracteristicas hacen que los cibridos sean utiles para estudiar la OA, ya que, por la
peculiaridad del tejido afectado, la obtencion de cultivos primarios de condrocitos es laboriosa y
complicada y dificulta la realizacion de un nimero elevado de experimentos (Blanco et al., 2004;
Muir, 1995). La realizacion de estudios en modelos celulares es ampliamente aceptada por la

comunidad cientifica y presenta pocos impedimentos éticos (Geraghty et al., 2014).

Por lo tanto, la utilizacion de cibridos que contengan ADNmt procedente de pacientes sanos y OA

ofrece una herramienta util para seguir analizando el papel real de la mitocondria en la OA,
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teniendo en cuenta que estos resultados deben ser finalmente replicados en cultivos primarios para

que su relevancia bioldgica sea mayor (Fernandez-Moreno et al., 2017).

2. Hipotesis

Teniendo en cuenta el papel que desempefia la mitocondria en el desarrollo de la patologia
artrésica, que este es un organulo clave en la regulacion del metabolismo celular y las nuevas
evidencias que sefialan que los condrocitos artrosicos presentan alteracion metabolica, asi como
una peor flexibilidad metabdlica, nos hemos planteado la siguiente hipotesis de trabajo: “La
concentracion de glucosa podria modular la respuesta mitocondrial en el modelo celular in vitro

basado en cibridos transmitocondriales portadores de mitocondrias sanas y artrosicas”.

3. Objetivos

Dada la hipdtesis planteada, se quiere estudiar el papel que tiene la concentracion de glucosa en el
medio de cultivo sobre la respuesta mitocondrial en cibridos transmitocondriales. Para ello, nos
hemos planteado desarrollar los siguientes objetivos especificos en presencia de diferentes

concentraciones de glucosa:

1- Evaluar el estatus mitocondrial como respuesta a las diferentes condiciones nutricionales
1.1. Analizar el numero de copias de ADNmt
1.2. Estudiar la respuesta de la red mitocondrial
1.3. Analizar la biogénesis mitocondrial

1.4. Estudiar los niveles de produccion de especies reactivas de oxigeno (0O7)

mitocondriales

2- Estudiar el metabolismo celular bajo las diferentes concentraciones de cultivo
2.1. Analizar los metabolitos presentes en el medio de cultivo
2.2. Estudiar la glucolisis bajo dos concentraciones de glucosa diferentes

2.3. Analizar la funcion mitocondrial a través del estudio de OXPHOS
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4. Metodologia

4.1. Cultivo celular

Los experimentos realizados en el presente proyecto requieren la utilizacion de una linea celular
in vitro, los cibridos transmitocondriales, que habrian sido generados previamente siguiendo la
metodologia clasica (Chomyn, 1996). Los cibridos que se utilizaran fueron generados a partir de
la fusidn de la linea celular de osteosarcoma 143B.TK" carente de ADNmt (Rho () con plaquetas
(células anucleadas) obtenidas de pacientes tanto sanos como patologicos, portadores de dos

haplogrupos de ADNmt diferentes, el H y el J, por su diferente asociacion con la OA.

4.1.1. Condiciones de cultivo

Condiciones de cultivo estandar

Los cibridos transmitocondriales crecen en presencia de Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM, Sigma) en cuya composicion destacan la glucosa 4,5 gr/L y el piruvato 1 mM y es
suplementado con suero bovino fetal (SBF, Gibco) al 10% y Penicilina 100 U/ml y Estreptomicina
100 pg/ml (P/S, Invitrogen). Se mantienen en una estufa de cultivo en condiciones dptimas de

crecimiento: 37°C, 5% CO> y humedad a saturacion.

Cuando los cultivos alcanzan entre 80-90% de confluencia aproximadamente se debe realizar el
subcultivo celular. Para lo cual las células seran incubadas con tripsina (Sigma) al 2X tras haber
sido retirado en DMEM vy lavadas con salino. A continuacidn, las células se centrifugan para poder
contar las células en una camara de Neubauer, permitiendo calcular el volumen de la disolucion

necesario para cultivar un numero determinado de células en la nueva superficie de cultivo.

Periodicamente se llevara a cabo la congelacion de cibridos para disponer de un reservorio de
células en nitrogeno liquido (Nz), esto se llevara a cabo en un criovial donde las células se

resuspenderan en medio de congelacion (dimetilsulféxido (DMSO, Sigma) al 10% en SBF).

Condiciones de cultivo para realizar los experimentos
Como se describio anteriormente los cibridos se creceran en presencia de diferentes
concentraciones de glucosa. Por lo que se preparan los diferentes medios de cultivo como se detalla

a continuacion:

e DMEM con una alta concentracion de glucosa de 4.5gr/1
e DMEM con baja concentracion de glucosa, 1 gr/l
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e DMEM sin glucosa
Todos ellos llevaran piruvato 1 mM y P/S y seran suplementados al 10% con SBF

Las células seran incubadas en los diferentes medios 24, 48, 72 y 96 horas (h) con el fin de

establecer el tiempo de cultivo dptimo para desarrollar cada experimento.

4.2. Metodologia correspondiente al objetivo 1 — Evaluacion del estatus mitocondrial
4.2.1. Cuantificacion del numero de copias de ADNmt

Extraccion de ADN
Se extraera el ADN total de las células en cultivo con el mini kit QlAamp DNA (Qiagen) siguiendo
las recomendaciones del fabricante. Este método esta basado en la adhesion del ADN a un filtro

de silice en fase solida y su posterior elucion.

Para la obtencién de ADN se deben obtener previamente 1x10° células utilizando tripsina, como
se describio anteriormente y una tras su centrifugacion y eliminacion del medio y la tripsina, se
afiade proteinasa K y tampdn de lisis y se incuban a 57°C durante 5 minutos (min). Posteriormente
de afiade tampon de adhesion y se agita. Esta solucion se afiade a una columna insertada dentro de
un tubo de 2 mL (suministrada por el kit) y se centrifuga. Posteriormente, se realizaran dos lavados
con tampdn de lavado y una centrifugacion en vacio para eliminar los restos de tampdn de lavado.
Después, se coloca el filtro en un nuevo tubo y se afiade tampon de elucion que tras incubar 1 min

se centrifuga obteniendo el ADN resuspendido en el mismo.

La muestra de ADN sera cuantificada en un NanoDROP ND-100 a una longitud de onda (A) de
260 nanometros (nm) que nos indicara la concentracion de ADN presente en la muestra en ng/ul,

su pureza y su integridad.

Determinacion del nimero de copias de ADNmt mediante PCR a tiempo real (Q-PCR)

El nimero de copias de ADNmt se estimara realizando una PCR en tiempo real (Q-PCR) en la que
se cuantificaran dos genes diferentes: el gen ribosomico mitocondrial 12S (/2S-rRNA) y el gen
nuclear RNAseP utilizando Sybr Green I Master (Roche Diagnostics), un fluoréforo que se une al
ADN de doble cadena de forma inespecifica emitiendo fluorescencia, para posteriormente calcular
un ratio 12S-rRNA /RNAsaP que daréd una estima del nimero de copias de ADNmt presentes en

la muestra.
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La preparacion de la muestra se realizara como se describe en la Tabla 1. Todas las muestras de
ADN se analizaran por duplicado. La reaccion tendra Iugar en un LightCycler® 480 II (Roche) de
96 pocillos, un termociclador que proporciona los ciclos de temperatura necesarios para que se
desarrolle la PCR (descritos en la Tabla 2) y presenta un sistema de deteccidon que es capaz de
detectar y cuantificar la sefial emitida por el fluordforo para ciclo de amplificacion. Tras la
amplificacion se realizara un andlisis de la curva de Melting para determinar la especificidad de

las reacciones llevadas a cabo.

Tabla 1. Componentes necesarios para preparar la mezcla de PCR

Reactivo Volumen

ADN 50 ng

LightCycler1480 Sybr Green I Master (Roche) 10 uL

Cebadores 20 pM 0,3 pL (de cada uno)
Agua Hasta completar volumen
Volumen final 20 pL

Tabla 2. Ciclos térmicos de amplificacidn para el desarrollo de la g-PCR

Paso Proceso N° de ciclos Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion Desnaturalizacion 1 95°C I min
inicial
Amplificacion Desnaturalizacion 50 95°C 10s
Hibridacion 60°C I5s
Extension 72°C 10s
Curva de Melting Desnaturalizacion 1 65°C 5s
Hibridacion 65°C 1 min
* 65-97°C -

* Aumento progresivo de la temperatura hasta 97°C grado a grado adquiriéndose fluorescencia de forma
continua.
s=segundos

Por tultimo, para determinar el nimero de copias de ADNmt se obtendran los valores de Ct (ciclo
en el que la fluorescencia es detectable), que se extrapolaran a la curva de calibrado previamente
elaborada independiente para cada gen (12S-rRNA y RNAseP) y guardada en el equipo.
Posteriormente, el nimero de copias de ADNmt sera expresado mediante la relacion 12S rRNA /

RNAseP.
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4.2.2. Estudio de la red mitocondrial

El estudio de la red mitocondrial se realizara utilizando el colorante fluorescente MitoTracker™
Red (Thermofisher) a una concentracion de 250 nM y se evaluara mediante el analisis de las
imagenes obtenidas por microscopia confocal asi como mediante citometria de flujo que permite

cuantificar la intensidad de la sefial.

Este colorante difunde a través de la membrana plasmatica y tifie las mitocondrias activas,
permitiendo visualizar la morfologia de la red mitocondrial, asi como realizar una medida indirecta

del potencial de membrana mitocondrial (Aym).

En primer lugar, se preparard una solucion de sfock de MitoTracker ImM diluyendo el colorante
en DMSO y en el momento de su utilizacion se preparara una solucion de trabajo a la concentracion

indicada anteriormente.

Para llevar a cabo esta metodologia, cuando las células alcancen una confluencia del 80%

aproximadamente, se afladird el Mitotracker y se incuba durante 30 min a 37°C en oscuridad.

A continuacién, si se van a realizar imagenes, las células se fijaran en presencia de
paraformaldehido al 4% (Sigma) durante 10 min a temperatura ambiente y, tras varios lavados y
una contra-tincion con DAPI (Sigma), se montaran los portas con medio de montaje especifico
para fluorescencia y se observardn al microscopio, bien en el servicio de histomorfologia del
INIBIC, o en el caso de necesitar imagenes de microscopia confocal se llevarian a los Servicios de

Apoyo a la Investigacion de la UDC.

Por otro lado, si se va a realizar la cuantificaciéon mediante citometria, una vez las células hayan
sido marcadas como se describi6 anteriormente, se obtendra la solucion celular utilizando tripsina
al 2X y, tras centrifugar, se obtiene el precipitado celular que se resuspende en tampon salino en
un tubo de citémetro. Las células se pasan a continuacion por el citometro de flujo FACsCalibur
(Becton Dickinson) y los datos se analizan mediante el software BD CellQuest™ Pro (Becton

Dickinson).
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4.2.3. Analisis de la biogénesis

Extraccion de ARN
Se extraerd el ARN total de las células en cultivo utilizando Trizol® (Invitrogen), un reactivo
monofésico consistente en fenol, isotiocianato de guanidina y otros componentes que facilitan el

aislamiento del ARN.

Las células se homogenizaran en presencia del reactivo, lo cual rompe las uniones entre las células
y el sustrato, lisa las células y proporciona estabilidad al ARN. A continuacion, se afiade
cloroformo que, tras centrifugar, separa la solucion en dos fases, acuosa y organica. La fase acuosa,
que es la que contiene el ARN se transfiere a un nuevo tubo donde es tratada con isopropanol que
precipita el ARN. Por ultimo, se realiza un lavado con etanol al 70% frio y se resuspende el ARN

en agua.

La muestra de ARN sera cuantificada en un NanoDROP ND-100 a una A de 230 nm obteniendo

asi la concentracion de ARN presente en la muestra en ng/pl.

Retrotranscripcion

El ARN obtenido se retrotranscribira a ADN complementario (ADNc) utilizando NZY First-
Strand cADN Synthesis Kit (nzytech) siguiendo las recomendaciones del fabricante. El kit incluye
una mezcla de cebadores de seis nucleotidos con secuencias generadas al azar que se uniran al
ARNm de forma aleatoria y oligos dT que se unirdn a la cola poliA caracteristica del ARN

mensajero (ARNm).

El procedimiento comenzara afiadiendo NZRYT 2X Master Mix y NZRYT Enzyme Mix sobre la
muestra de ARN para después incubar primero, durante 10 min a 25°C, a continuacién, durante 30
min a 50°C y, finalmente, durante 5 min a 85°C. Por ultimo, se afiade NZY RNase H que se incuba

durante 20 min a 37°C para eliminar los restos de ARNm.

Q-PCR

La Q-PCR es un método muy ttil para estudiar la expresion génica ya que permite la deteccion y
cuantificacion en tiempo real del producto de PCR. La Q-PCR es una variante de la PCR
convencional donde se aflade una sonda marcada con un fluoréforo que se unird de forma

especifica a las moléculas de ADN generadas por PCR. Se utilizara para ello sondas UPL
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(Universal Probe Library), que son sondas de 8-9 nucledtidos de tipo tagman, que emiten

fluorescencia cuando se unen a una secuencia especifica de ADN.

En los objetivos del presente trabajo se planted analizar la expresion génica de genes implicados
en la biogénesis mitocondrial como son: PPARGCIA (Peroxisome Proliferator-Activated
Receptor Gamma Coactivator 1-Alpha). TFAM (Transcription Factor A, Mitochondrial) y NRF']
(Nuclear Respiratory Factor 1). También se requiere el analisis de un gen de referencia cuya
expresion sea constante e invariable en todas las muestras, en este caso se utilizaran dos: GAPDH

(Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase) y RPL13A4 (Ribosomal Protein L13a).

La mezcla de reaccion se describe en la Tabla 3 a la que se le afiadiran 2 uL de ADNc de cada
muestra que se cargaran por duplicado. Los cebadores que se utilizardn ya han sido previamente
disefiados utilizando la pagina web de Roche y Universal Probe Library. El proceso tendra lugar
en un LightCycler® 480 II (Roche) de 96 pocillos y el programa utilizado es el descrito en la
Tabla 4.

Tabla 3. Componentes necesarios para preparar la mezcla de PCR

Reactivo Volumen (nL)
MasterMix-UPL (Roche) 5

Sonda UPL (Roche) 0,1

Cebadores 20 pM 0,35 (de cada uno)

Agua Hasta completar volumen
Volumen final 10

s = segundos

Tabla 4. Ciclos térmicos de amplificacion para el desarrollo de la g-PCR

Paso Proceso N°de ciclos  Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion Desnaturalizacién 1 95°C 2 min
previa
Amplificacion Desnaturalizacion = 30 95°C 45s

Hibridacion Tm dependiente de cada 45 s

par de cebadores

Extension 72°C 30s-1min

Extension final Extension 1 72°C 5 min

De esta forma se obtendran los datos de Ct, valor que sera proporcional a la cantidad de acido

Z-AACt

nucleico inicial y se obtendran los valores de expresion relativa en base a la formula para

cada gen utilizando el software Q-Base Plus version 2.4 (Biogazelle).
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4.2.4. Niveles de produccion especies reactivas de oxigeno (O2) mitocondrial

Los niveles de produccion de anion superdxido (O27) mitocondrial se mediran mediante citometria
de flujo utilizando el reactivo MitoSOX® Red (Molecular Probes, Invitrogen). Este reactivo
penetra en las células vivas dirigiéndose a las mitocondrias y es oxidado por el anioén superoxido

(O2") emitiendo fluorescencia roja al unirse a los acidos nucleicos.

En primer lugar, debe prepararse el reactivo, diluyéndolo en DMSO (Sigma) estéril hasta una
concentracion de 5 mM. Después, esta solucion se diluye en Hank's Balanced Salt Solution (HBSS,

Lonza) sin calcio ni magnesio en una proporcion de 0,5 uL de MitoSOX® por 500 uLL de HBSS.

El reactivo diluido se afiade a la placa de cultivo tras haber retirado el medio donde crecian las
células y se incuba durante 30 min a 37°C en oscuridad. Después, se obtienen las células con
tripsina al 2X y se resuspenden en tampon salino. De esta forma, las células estaran listas para

pasar por el citometro citometro FACsCalibur (Becton Dickinson).

La fluorescencia del fluoréforo es captada en el canal FL-2 y la intensidad de la fluorescencia se
relaciona directamente con los niveles de anion superoxido presente en las células. Los datos se

analizaran utilizando el software BD CellQuest™ Pro (Becton Dickinson).

4.3. Metodologia correspondiente al objetivo 2 — Estudio del metabolismo celular
4.3.1. Analisis de los metabolitos presentes en el medio de cultivo

Determinacion del consumo de glucosa y produccion de acido lactico
Se determinara el consumo de glucosa y la produccion de 4cido lactico mediante la medida de su
presencia en el medio de cultivo a través del uso de kits comerciales especificos para cada

parametro.

El procedimiento comenzara en ambos casos sembrando 8x10* células en una placa multipocillo

de 12 pocillos (MW12) por triplicado en las condiciones a evaluar y se incubaran durante 48 h.
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Determinacion de la concentracion de glucosa presente en el medio de cultivo

Este parametro se determinara con el kit Glucose oxidase (BioSystems), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Este método se basa en la generacién de un compuesto de color rojo
cuya intensidad de color es proporcional a la concentracién de glucosa en el medio. El proceso
tiene lugar en dos reacciones catalizadas por la glucosa oxidasa y la peroxidasa respectivamente,

que son las siguientes:

Glucosa Oxidasa
Glucosa + O: + H:0 Acido Glucénico + H:0:

. L Peroxidasa . .
2 H:0: + 4-aminoantipirina + Fenol Quinonaimina + 4 H.O

El procedimiento comienza preparando el reactivo de trabajo para cada pocillo mezclando 75 pl
de tampodn de ensayo, 10 pl de glucosa 2 M, 1 ul de de HRP Enzymey 1 ul del reactivo de tincion.
De este se transfieren 80 pul a cada pocillo, donde después se afiadiran 20 pul de muestra. Para cada
condicidn, habra un pocillo de blanco donde 1a muestra serd medio de cultivo incubado en ausencia

de células, y un pocillo estindar donde la muestra sera rectivo estandar.

Determinacion de la concentracion de dcido lactico presente en el medio de cultivo

Este parametro se determinara con el kit L- lactate Trinder liquid (Biochemical Enterprise),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Este método se basa en la degradacion del lactato para
dar un compuesto de color purpura cuya concentracion sera proporcional a la concentracion de
acido lactico presente en la muestra. El proceso tiene lugar en dos reacciones descritas a
continuacion:

Lactato Oxidasa 5
L-lactato + O: Acido Gluconico + H:0:

Peroxidasa

H:0: + TOOS + 4-aminoantipirina Quinonaimina + 4 H:0

Para el analisis se utilizaran tres reactivos: el primero contiene 4-aminoantipirina y peroxidasa, el
segundo contiene TOOS y lactato oxidasa y el tercero consiste en el estandar. El reactivo de trabajo
se preparara mezclando un frasco de reactivo 1 con un frasco de reactivo 2, suministrados por el
kit. Después se utilizarda 1 mL de reactivo de trabajo y 0,01 mL de muestra para cada pocillo.
Ademas, para cada condicion habra un pocillo de blanco que contendra 1 mL de reactivo de trabajo
y 1 mL de blanco y, por ultimo, para cada condicidén habré un pocillo estandar que contendra 1 mL

de reactivo de trabajo y 0,01 mL de reactivo 3.
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Obtencion de los resultados

Las concentraciones de glucosa y lactato se determinaran en ambos casos mediante el equipo de
analisis bioquimico 415 BioSystems, a una A de 500 y 550 nm respectivamente, se obtendran los
valores de concentracién den mg/dl. Los valores obtenidos en los pocillos carentes de células seran

sustraidos del resto.

Determinacién de la produccion de piruvato celular

Se determinara este parametro mediante el kit pyruvate assay (Sigma) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Este ensayo se basa en la generacion a través de una reaccion
enzimatica, de un producto coloreado cuya intensidad de sefial sera directamente proporcional a la

cantidad de piruvato presente en el medio.

El procedimiento comenzara sembrando 1x10* células en una placa multipocillo por triplicado en
las condiciones a evaluar que se incubaran durante 48 h. En el momento del ensayo, se lisaran las
células con Pyruvate Assay buffer y se centrifugaran. Se recogera el sobrenadante y se afiadira
Assay buffer Pyruvate Probe Solution y Pyruvate Enzime Mix y se incubara durante 30 min en
oscuridad. Para cada condicidn habra un pocillo de blanco que sera incubado en ausencia de células

y un pocillo estdndar, incubado en presencia de reactivo estandar.

Se obtendra la concentracidn de piruvato midiendo la absorbancia de las muestras por duplicado a

una £ de 570 nm y extrapolando este valor a una curva de calibrado incluida en el ensayo.

4.3.2. Estudio de la capacidad glucolitica

Se utilizara un Seahorse Bioscience XF Extracellular Flux Analyzer (Seahorse Bioscience), un
equipo que mide la tasa de consumo de oxigeno (TCO) y la tasa de acidificacion extracelular
(TAC) de células vivas en tiempo real. La TCO y la TAC proporcionan informacion sobre el

proceso de respiracion mitocondrial y la glucolisis respectivamente.

Para el estudio de la capacidad glucolitica, se empleara el kit XFp Glycolysis Stress Test (Seahorse
Bioscience), que se basa en la acidificacion del medio extracelular como consecuencia de la

produccioén de lactato a partir de piruvato.

Para realizar esta metodologia se sembraran 2x10* células en una placa multipocillo por triplicado

en las condiciones a evaluar y se dejan crecer 24h. La noche previa al inicio del experimento, se
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debe hidratar el capuchon de la placa, suministrado por el kit, con XF Calibrant e incubar durante

toda la noche en una estufa sin CO; a 37°C.

El dia del ensayo, se preparara el medio del ensayo suplementando el Seahorse XF Base Medium
con glutamina 2 mM y se ajustara el pH a 7,4. Posteriormente se cargan los puertos del capuchdn
con los diferentes compuestos que seran inyectados en orden secuencial para poder realizar las

medidas de la glucolisis de la forma descrita a continuacién:

- Puerto A: Contiene Glucosa a una concentracién de 10 mM, que va a ser metabolizada
hasta piruvato en la ruta de la glucolisis dando lugar a la produccién de ATP, NADH, H,O
y protones, acidificando rapidamente el medio extracelular y provocando un incremento
de la TAC.

- Puerto B: Contiene Oligomicina (Oligo) a una concentracion de 2 uM, que es un inhibidor
de la enzima ATP sintasa mitocondrial y por lo tanto de la fosforilacion oxidativa afectando
a la respiracion celular y desviando toda la produccion de energia hacia la glucdlisis,
produciendo un aumento de la TAC.

- Puerto C: Contiene 2-Deoxi-Glucosa (2-DG) a una concentracion de 50 uM, que es un
analogo de la glucosa que inhibe la glucdlisis por uniéon competitiva a la hexoquinasa

(primera enzima de la via glucolitica) lo que da lugar a la disminucion de la TAC.

El analisis comenzara midiendo la TAC en ausencia de glucosa o piruvato, por lo que esta es
debida a procesos independientes de la glucdlisis, a continuacion, el aparato inyectara al medio
extracelular glucosa, lo que produce rapidamente la acidificacion del medio debido al metabolismo
de la glucosa, que permitira calcular la tasa de glucosa en condiciones basales. Después, se
inyectard la Oligo, lo que afecta a la CTE produciéndose energia mayoritariamente por glucolisis
y de esta manera se determina la capacidad glucolitica maxima. Por tltimo, se inyecta se inyecta
2-DG, que da lugar a la disminucion de la acidificacion del medio, permitiendo calcular la

acidificacion basal de forma que este parametro sera sustraido a todos los demas (Figura 1).
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Figura 1. Representacion grafica de los parametros obtenidos mediante el analisis de la capacidad
glucolitica. Se representa el tiempo en el que transcurre el andlisis en minutos frente a los valores de TAC
obtenidos realizando su medida tras la adicion de los diferentes moduladores del proceso glucolitico. La
medicion de la TAC se realiza obteniendo entre 15 y 20 valores independientes que se utilizan para obtener
los parametros descritos a la derecha de la imagen. Grafica obtenida y modificada de
https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/XF_Glycolysis_Stress_Test Kit User Guide.pdf

4.3.3. Analisis de la funcion mitocondrial
En este caso también se utilizara el Seahorse Bioscience XF Extracellular Flux Analyzer (Seahorse

Bioscience). Para el estudio de la funcion mitocondrial se empleara el kit XFp Cell Mito Stress
Test, que mide la TCO.
El inicio serd igual que lo descrito en el apartado anterior, a excepcion de que en este caso el medio

del ensayo sera suplementado con glutamina 2 mM, piruvato 1mM y glucosa a 10 mM y ajustando

el pH a 7,4. Al ser un kit para analizar la capacidad mitocondrial, los reactivos que se cargaran en

los puertos seran:

- Puerto A: Contiene Oligo a una concentracién de 1,5 uM, que inhibe la enzima ATP
sintasa mitocondrial, lo que desvia la produccion de energia hacia la glucolisis,

reduciéndose de esta forma el consumo de Ox.
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- Puerto B: Contiene carbonil cianuro-4 (trifluorometoxi) fenilhidrazona (FCCP) a una
concentracion de 1 pM. El FCCP es un compuesto que altera el potencial de membrana
mitocondrial, produciendo un incremento de la demanda energética fisioldgica forzando el
trabajo de la CTE a su méaxima capacidad.

- Puerto C: Contiene una mezcla de rotenona/antimicina A a una concentracion de 0,5 pM,
que son inhibidores del complejo Iy Il de la CTE, respectivamente, inhibiendo el consumo

de O2 por parte de la mitocondria.

Respiracion Mitocondrial

Oligomicina FCPP 23:?::3::; A
360
320
280 Capacidad
240 respiratoria

de reserva

€
£
g 200 Respiracion
Maxima
& 16D
S
8 120 T Produccion
- Respiracion de ATP
80 Basal
40 Fuga de H
0 Consumo de oxigeno NO mitocondrial

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 10
Tiempo (min)
Figura 2. Representacion grafica de los parametros obtenidos mediante el analisis de la funcién mitocondrial.
Se representa el tiempo en el que transcurre el andalisis en minutos frente a los valores de TCO obtenidos realizando

su medida tras la adicion de los diferentes moduladores de la respiracion mitocondrial. Grafica obtenida de

https://www.agilent.com/en/products/cell-analysis/seahorse-xfp-consumables/kits-reagents-media/seahorse-xfp-cell-

mito-stress-test-kit

El analisis comienza con la medida de la TCO en condiciones basales, a continuacion, se afade la
Oligo, que produce una reduccién de los niveles de TCO, vinculada a la produccion de ATP. A
continuacion, se afiade FCCP, que provoca una despolarizacion de membrana lo que inhibe el
acoplamiento de la CTE con la fosforilacion oxidativa, haciendo que el TCO aumente al méximo
dando un valor asociado con la capacidad maxima respiratoria de la célula. Por ultimo, se inyecta
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la mezcla de rotenona/antimicina A, que inhibe la respiracion mitocondrial por completo,
permitiendo el célculo de la respiracién no mitocondrial, que sera sustraida a todos los demas
valores. La obtencion de estos valores permite también calcular capacidad respiratoria de reserva,

que es la diferencia entre la respiracion maxima y la basal (Figura 2).

4.4. Limitaciones

Las limitaciones que pueden surgir en la metodologia descrita son:

e A la hora de realizar los procedimientos hay que poner a punto las condiciones de cultivo
y, al someter a las células a restricciones caloricas, estas podrian no responder como se
espera y morir, lo que nos haria replantearnos las condiciones descritas, asi como los
tiempos de incubacion.

e Es posible que alguna metodologia, pese a que son metodologias puestas a punto en el
laboratorio, necesiten ser puestas a punto nuevamente o algtn kit tenga que ser remplazado
por otro, bien por mala reproducibilidad o porque salga otro al mercado que cubra mejor
nuestras expectativas.

e Hay que tener en cuenta las complicaciones que pueden surgir al trabajar con cultivos in
vitro, y que todos los experimentos deben ser realizados tres veces y en cada una de ellas,
por duplicado.

e Una limitacién que presenta este proyecto radica en el uso de un modelo in vitro, por lo
que, si el tiempo fuera suficiente, se replicarian las condiciones Optimas, asi como los
resultados mas prometedores en condrocitos de cultivo primario, de forma que se evada la
limitacion intrinseca de los trabajos basados unicamente en modelo in vitro

aproximandonos un poco mas al modelo in vivo.
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5. Plan de Trabajo

El presente proyecto estd programado para realizarse en un periodo de seis meses. En la Tabla 5

se presenta el diagrama de Gantt que recoge la planificacion de las diferentes tareas a realizar.

Tabla 5. Diagrama de Gantt.

2020/2021

MES: SEPTIEMBRE [OCTUBRE NOVIEMBRE DICIEMBRE | ENERO FEBRERO

SEMANA: 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 412341 2 3 4

Cultivo y crecimiento de
cibridos

Cuantificacion del
numero de copias de
ADNmt

Estudio de la red
mitocondrial

Analisis de 1a biogénesis

Estudio de los niveles de
produccion de ERO
Analisis de los
metabolitos presentes en
el medio de cultivo
Estudio de la capacidad
glucolitica

Analisis de la funcién
mitocondrial

Analisis y valoracion de
los resultados
Desarrollo de las
conclusiones

Publicacion del estudio -

Presentacion del estudio
en jornadas y congresos

6. Cuestiones éticas

La generacion del modelo celular in vitro que se utilizara en este proyecto requirié la extraccion
de plaquetas de pacientes sanos y OA que se obtuvieron de muestras pertenecientes a la coleccion
para investigacion de enfermedades reumaticas creada por el Dr. Blanco y registrada en el registro
nacional de Biobancos en la seccion de colecciones (Codigo de Registro C.0000424). Todos los
donantes firmaron un consentimiento informado donde aparecen recogidos los principales
aspectos del proyecto. Posteriormente las muestras fueron anonimizadas y se obtuvo la aprobacion
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del Comité Etico de Investigacion Clinica (CEIC) de Galicia. Todos los procedimientos se

realizaran de acuerdo con los principios expresados en la Declaracion de Helsinki.

7. Aplicabilidad

El desarrollo del presente trabajo permitira evaluar y definir las condiciones Optimas de cultivo
para analizar de forma correcta el estatus metabolico, asi como diversos parametros relacionados
con la mitocondria tanto en el modelo celular in vitro planteado como en los condrocitos de cultivo

primario, lo que facilitard interpretacion de todos los resultados.

Esto nos permitird conocer el estatus real de la mitocondria en las células. Ademads, se podria
aplicar directamente en condrocitos humanos obtenidos de pacientes con el fin de estudiar en
mayor profundidad la asociacion descrita entre la mitocondria y la OA, y la OA y el sindrome
metabdlico o la diabetes, entre otros. De esta forma se podra analizar si la elevada concentracion
de glucosa presente en el medio de cultivo enmascara algunos comportamientos celulares y se

estan perdiendo datos y resultados que puedan ser aplicados en la practica clinica.

Los analisis en cultivos celulares serian optimizados si se definen unas condiciones de cultivo mas
proximas a las que se presentan a nivel fisiologico, ya que se haria en un escenario mas proximo a
lo que sucede in vivo y no se enmascararian los resultados, pudiéndose aplicar a la hora de testar

posibles moléculas moduladoras de la patologia.

8. Plan para la difusion de los resultados

Una vez finalizado el proyecto y analizados los resultados estos seran publicados en una revista
que figure en el Journal Citation Reports (JCR). Algunas de las revistas candidatas a las que se
enviaran los resultados seran Osteoarthritis and Cartilage (factor de impacto de 4.879 (2018)) y
Rheumatology (factor de impacto de 5.149 (2018)), especificas del campo de la reumatologia, y,
dentro del campo de la biologia celular y metabolismo, a Cells (Factor de impacto 4.366 (2019))
y Metabolites (Factor de impacto 4.097 (2019)).

También se dara difusion de los resultados obtenidos enviando comunicaciones a los congresos
que se celebran anualmente en el campo de la artrosis como los organizados por el Colegio

Americano de Artrosis (ACR) o el Europeo (EULAR). También se podran enviar al congreso de
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la Sociedad Mundial de Mitocondria (Targeting Mitochondria) al que los integrantes del GIR

asisten todos los afios.

Dentro de la difusidn a nivel local, los resultados seran presentados en alguna de las Happy Hour

organizadas por la Agrupacion Estratégica CICA-INIBIC.

9. Recursos necesarios

9.1. Infraestructura necesaria en aparatos y servicios

Este proyecto se desarrollara en los laboratorios de investigacion del INIBIC donde se encuentra
el equipamiento citado en el apartado 5 correspondiente a la metodologia. También seran
utilizados los Servicios de Apoyo a la Investigacion (SAI) de la Universidade da Coruiia con el

objetivo de obtener imagenes mediante microscopia confocal (Nikon AR-1).

El INIBIC esta estructurado en diferentes areas y se tendra acceso a todas ellas. En la Tabla 6 se
describen las areas y los equipos presentes en ellas que seran utilizados para el desarrollo del

presente proyecto.

Tabla 6. Areas y equipos necesarios para el desarrollo del proyecto

AREAS EQUIPAMIENTO
Cultivos celulares Campanas de flujo laminar
Incubadores
Centrifugas

Resto de material necesario para el desarrollo de
experimentos de cultivo celular (reactivos,
suplementos, etc.)

Histomorfologia Microscopio de  fluorescencia  Olympus
(Olympus Life Sciences).

Citometria Citometro de flujo FACScalibur (Becton
Dickinson)
Software BD CellQuest™ Pro (Becton
Dickinson)

Biologia celular SeaHorse XFp Extracellular Flux Analyzer
(Seahorse Bioscience, Agilent Technologies)

Genémica Termocicladores estandar

LightCycler 480-II (Roche)
Servicios de Apoyo a la Investigacion (SAI)  Microscopio confocal (Nikon AR-1)
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9.2. Fungibles necesarios (Con estimacion aproximada de su coste)

El presupuesto total para la realizacion del presente trabajo aparece detallado en la Tabla 7. En
ella aparecen los recursos necesarios para el desarrollo de cada objetivo planteado y los costes
estimados para el desarrollo tanto de la metodologia, del plan de difusion, asi como el 21% para

los gastos generales.

Tabla 7. Recursos necesarios y su coste estimado en euros.

Recursos Coste estimado en euros

Cultivo celular

DMEM (Sigma) 7.500
DMSO (Sigma)

P/S (Invitrogen)

SBF (Gibco)

Tampon salino

Tripsina (Sigma)

Glucosa

Piruvato

Material necesario para cultivo celular

Uso del cuarto de cultivos

Objetivo 1 — Evaluacion del estatus mitocondrial

Numero de copias de ADN mitocondrial

Kit para la extraccion de ADN (Qiagen) 1.700
Sybr Green I Master (Roche)

Cebadores

Material Fungible

Uso del LightCycler 480

Red mitocondrial

Paraformaldehido al 4% (Sigma) 1.850
DAPI (Sigma)

Mitotracker Red (Thermofisher)

Tubos de citometro

Material para cultivo celular

Uso del area de citometria

Uso del area de histomorfologia

Uso del SAI

Estudio de la biogénesis mitocondrial

Trizol® (Invitrogen) 3.500
Cloroformo (Sigma)

Isopropanol (Sigma)

Glicogen (Thermofisher)

Etanol (Merk)

NZY Firs-Strand cDNA Syntesis Kit (nzytech)
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MasterMix-UPL (Roche)

Sondas UPL (Roche)

Cebadores

Material fungible

Uso del LightCycler 480

Estudio de producion de especies reactivas de oxigeno Oy

MitoSOX® Red (Molecular Probes, Invitrogen) 950
HBSS (Lonza)

Material fungible

Uso del area de citometria

Objetivo 2 — Estudio del metabolismo celular

Estudio de los metabolitos presentes en el medio de cultivo

Kit Glucose oxidase (BioSystems) 1.800
Kit L- lactate Trinder liquid (Biochemical

Enterprise)

Kit pyruvate assay (Sigma)

Material fungible

Uso de lector de absorbancia

Estudio de la capacidad glucolitica

Kit XFp Glycolysis Stress Test (Seahorse 629,50
Bioscience)

Material fungible

Uso del Seahorse Bioscience XF Extracellular Flux

Analyzer (Seahorse Bioscience)

Analisis de la funcién mitocondrial

Kit XFp Cell Mito Stress Test 565,50
Material fungible

Uso del Seahorse Bioscience XF Extracellular Flux

Analyzer (Seahorse Bioscience)

Servicios del SAI

Uso del microscopio confocal Nikon AR-15 49,88
Plan de difusion

Publicacion en una revista JCR 2.750
Asistencia a 1 congreso internacional 1.500

Gastos generales (21%)

Gastos generales 4.786,92
Total del presupuesto 27.581,80
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