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2. Resumen

Varias enfermedades metabdlicas como la esteatohepatitis no alcohodlica
(NASH), presentan una predominancia de mitocondrias disfuncionales con una
morfologia fragmentada, debido a alteraciones en ciertas proteinas que

intervienen en la dindmica mitocondrial.

La morfologia, la calidad y la masa mitocondrial estan determinadas por la fusion
y fision mitocondrial, la biogénesis y la mitofagia. La morfologia mitocondrial esta
estrictamente relacionada con la funcionalidad del organulo; por ello, mutaciones
o0 alteraciones en las proteinas de fusion y fision (Mfnl, Mfn2, OPA1 y DRP1),
provocan la incapacidad de mantener una funcion mitocondrial normal y ser

capaces de adaptarse al estrés, provocando efectos patoldgicos.

Por esta razon y con la intencién de encontrar un farmaco que pueda revertir los
efectos de este tipo de alteraciones y usarse en estas enfermedades, pero mas
concretamente de NASH, en el laboratorio se han desarrollado dos nuevos
compuestos (C4, C5) capaces de mejorar la morfologia y la funcion mitocondrial
en células de higado humano. Sin embargo, no se ha estudiado aun si estos
compuestos modulan la dinamica mitocondrial y si son efectivos en otros tipos
celulares involucrados en enfermedades metabdlicas. Por lo tanto, el objetivo de
este trabajo es indagar sobre el efecto de estos compuestos en la expresion de
proteinas de dinamica mitocondrial y evaluar su efecto sobre la funcién

mitocondrial en células de musculo.

Los resultados obtenidos muestran que tanto C4 como C5 aumentan la
expresion de Mitofusina 2 (Mfn2) y OPAL1 en células de higado, y mejoran la
funcion mitocondrial en células de musculo en situaciones de disfuncion

mitocondrial inducida por lipotoxicidad.

Palabras clave

Mitofusina 1, Mitofusina 2, respiracion mitocondrial, fusion y fision mitocondrial,

morfologia y estructura mitocondrial, NAFLD y NASH



3. Introduccién

l. Esteatohepatitis no alcohdlica (NASH o EHNA)

La enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD) presenta un gran
espectro clinico, que va desde la esteatosis simple y la esteatohepatitis no
alcoholica (NASH o EHNA), hasta la cirrosis y el carcinoma hepatocelular (CHC)
(Mansouri, Gattolliat and Asselah, 2018).

Este estudio se centrara en la esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), que es una
forma progresiva de la enfermedad NAFLD caracterizada por una inflamacion
cronica y una acumulacion de grasa en el tejido hepatico. NASH afecta a unos
35 millones de personas en todo el mundo, es la enfermedad hepatica cronica
mas comun en la poblacién occidental y con un nimero de pacientes cada vez

mas elevado.

A pesar de esta necesidad clinica, aun no hay terapias aprobadas tanto por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA), como
por la Agencia Europea del Medicamento (EMA). Desafortunadamente, ain no
se ha podido encontrar un fdrmaco, o combinacion de farmacos capaces de

superar las complejidades de esta enfermedad metabdlica (Fraile et al., 2021).

Durante las primeras etapas de esta enfermedad, los pacientes suelen mostrar
pocos sintomas o inespecificos, como cansancio, fatiga o dolor abdominal, por
lo que el NASH no se diagnostica hasta etapas posteriores de la progresion de
la enfermedad, haciendo uso de técnicas invasivas como la biopsia hepatica.
Debido a la falta de una prueba diagnostica minimamente invasiva y rentable, la
prevalencia de esta enfermedad no puede estimarse con certeza. Incluso con un
diagndstico temprano, las personas que padecen esta enfermedad no pueden
beneficiarse de una variedad de opciones de tratamiento que normalmente
estarian disponibles en otras enfermedades, como la artritis reumatoide o
algunos tipos de cancer. Desafortunadamente, las modificaciones del estilo de
vida, centradas en una dieta saludable y ejercicio, son las principales

recomendaciones para los pacientes (Fraile et al., 2021).



La enfermedad de NASH va acompafada de inflamacion, muerte celular y
fibrosis, y se caracteriza histologicamente por la presencia de hepatocitos en
forma de balén y por una inflamacion con o sin fibrosis perisinusoidal y
esteatosis. En el curso del proceso inflamatorio, los hepatocitos mueren
frecuentemente por apoptosis. Se cree que el ciclo continuo de inflamacion y
regeneracion de hepatocitos aumenta el riesgo de mutaciones genéticas en los
mismos, por lo que promueven la supervivencia y expansion de las células.
Como resultado, se obtiene un mayor crecimiento celular que puede conducir al

desarrollo de tumores (Mansouri, Gattolliat and Asselah, 2018).

Se sabe que hay varios factores que influyen en la progresiéon de NASH, como
el estrés del reticulo endoplasmico (RE), el estrés oxidativo, la disfuncién
mitocondrial y la lipotoxicidad. La funcion mitocondrial se rige por la conservacion
de una composicion normal de lipidos, que depende de la capacidad de las
mitocondrias para sintetizar fosfolipidos y del trafico de lipidos desde el RE a las

mitocondrias (Navaratnarajah et al., 2021).

Estudios previos del grupo de investigacion del Dr. Zorzano han demostrado la
implicacion de alteraciones mitocondriales con el desarrollo de NASH
(Hernandez-Alvarez et al, Cell 2019). En concreto, la expresion de la proteina
mitocondrial Mitofusina 2 (Mfn2) se encuentra disminuida en biopsias de higado
de pacientes con NASH y en modelos de NASH en raton. Ademas, la re-
expresion a niveles normales de esta proteina revierte el fenotipo de NASH en
ratbn. Mfn2 es una proteina de dindmica mitocondrial y que juega un papel
relevante en el mantenimiento del metabolismo mitocondrial, la sefializacion de
insulina y la homeostasis energética (Sebastian et al., 2012). Por todo ello,
nuestra hipotesis es que la activacion de la funcion mitocondrial podria ser una

diana terapéutica para el tratamiento de NASH.

Il. Caracteristicas mitocondriales

Las mitocondrias son unos organulos celulares que, a partir de un antepasado
bacteriano, evolucionaron a través de un proceso endosimbidtico. Presentan

ciertos caracteres tipicos bacterianos, como una doble cadena de ADN



mitocondrial circular (ADNmt), proteinas N-formiladas y una doble membrana
formada por la membrana mitocondrial externa (MOM), que delimita el espacio
intermembrana, y una membrana mitocondrial interna (MIM), que delimita la
matriz mitocondrial. EI ADNmt codifica para 13 péptidos pertenecientes a los
complejos de la cadena respiratoria mitocondrial (MRC), 22 ARN de
transferencia (ARNt) y para 2 ARN ribosomales (ARNr) que permiten la
traduccion intra-mitocondrial. El resto de las proteinas mitocondriales, que estan
codificadas por el ADN nuclear (ADNn), se encuentran en el citoplasma vy
posteriormente son importadas a las mitocondrias (Mansouri, Gattolliat and
Asselah, 2018).

Las mitocondrias intervienen en muchos procesos, son necesarias para la
produccion de energia, el metabolismo de las grasas, de aminoé&cidos y hierro,
regulando las vias de sefalizacibn de estos procesos. Ademas, regulan la
respuesta inmunitaria innata que controla la inflamacion y otras enfermedades

asociadas (Mansouri, Gattolliat and Asselah, 2018).

Las funciones esenciales de las mitocondrias han sido atribuidas gracias a su
naturaleza dindmica Gnica, que les permite migrar, fusionarse y dividirse
constantemente y regular su forma, tamafio, nimero y funcién bioenergética. Los
cambios de morfologia y movimiento mitocondrial a través del citoesqueleto les
permiten tener una comunicacion activa y el intercambio de contenido entre ellas
u otros organulos como el reticulo endoplasmico (RE). Estas caracteristicas les
permiten satisfacer las demandas energéticas celulares, regular la entrada de

Ca?* y hacer frente al dafio oxidativo (Chandhok, Lazarou and Neumann, 2018).

La morfologia, la calidad y la masa mitocondrial estan determinadas por la fusion
y fision mitocondrial, la biogénesis y la mitofagia. La morfologia mitocondrial esta
estrictamente relacionada con la funcionalidad del organulo, ya que puede
cambiar rapidamente en respuesta a ciertas condiciones celulares. Una
morfologia continua y fusionada esta asociada a una mayor produccion de
adenosina trifosfato (ATP), cosa que permite promover la supervivencia celular.
Por el contrario, una fragmentacion mitocondrial se asociada a una respiracion
reducida, observada con frecuencia en células cancerosas (Navaratnarajah et
al., 2021).



En los Ultimos afios se ha logrado avanzar significativamente en mejorar la
comprension de la dinamica mitocondrial, aunque aun queda un largo camino
para lograr comprender totalmente este proceso tan complejo y asi, poder dar
con tratamientos para muchas enfermedades asociadas a alteraciones en la

dinAmica mitocondrial.

II. Dinamica mitocondrial

La fusidbn mitocondrial es Unica ya que, en comparacion a otras fusiones
intracelulares, involucra dos membranas, la MOM y la MIM, por lo que debe
reorganizarse de manera coordinada para mantener la integridad del organulo.
Brevemente, GTPasas como la Mfnl y la Mfn2 son responsables de la fusion de
la MOM, mientras que la proteina OPA1 media la fusion de la MIM (Sebastian,
Palacin and Zorzano, 2017). La fision mitocondrial esta mediada, en cambio, por
una GTPasa citosélica llamada Drpl que es reclutada a la MOM a través de la
interaccion con el factor de fusion mitocondrial (Mff), Mid51 y Mid49 (Filadi,
Pendin and Pizzo, 2018), (Figura 1).
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Figura 1. Proteinas que intervienen en la dinamica mitocondrial (Sebastian, Palacin and
Zorzano, 2017).



- Fusién mitocondrial

La fusion mitocondrial es un proceso mediante el cual dos membranas
mitocondriales, originalmente distintas, se fusionan fisicamente en una sola. Este
proceso permite el intercambio de contenido entre mitocondrias, permitiendo asi
a las mitocondrias defectuosas recuperar los componentes esenciales de la

cadena respiratoria y el ADN mitocondrial (Navaratnarajah et al., 2021).

Dado que las mitocondrias son organulos de doble membrana, es necesaria la
fusidn de ambas membranas, la externa y la interna. La fusion de la membrana
externa esta mediada, como se ha comentado anteriormente, por las mitofusinas
(Mfnl y Mfn2), que son grandes GTPasas capaces de atravesar la membrana
externa dos veces. Estas proteinas se presentan en complejos homo-
oligoméricos (Mfn1-Mfnl o Mfn2-Mnf2) y en complejos hetero-oligoméricos
(Mfn1-Mfn2) en trans, entre mitocondrias opuestas. Antes de fusionarse las
membranas, se promueve una curvatura de estas mediante la hidrélisis de la
cardiolipina a acido fosfatidico, un proceso mediado por la fosfatasa-D.
Mutaciones en humanos de Mfn2, pero no de Mfn1, conducen a la enfermedad
de Charcot-Marie-Tooh tipo 22, un trastorno degenerativo caracterizado por
pérdidas progresivas tanto sensoriales como motoras de las extremidades
(Chandhok, Lazarou and Neumann, 2018) y al desarrollo de lipodistrofia
caracterizada por una hiperplasia del tejido adiposo en la parte superior del
cuerpo (Rocha N et al, Elife 2017).

La proteina requerida para la fusion de las membranas internas es la proteina de
atrofia 6ptica 1 o OPAL. Es importante destacar que la fusion de la MIM parece
depender del potencial de membrana mientras que la fusion de la MOM requiere
altos niveles de GTP (Liu et al., 2020). La proteina OPA1, ademas, participa en
el mantenimiento de la forma de las crestas mitocondriales, por lo que tiene un
efecto metabdlico directo al estabilizar los supercomplejos de la cadena
respiratoria. Alteraciones en uno 0 ambos procesos ocasionan una ceguera
progresiva, un trastorno Optico causado por mutaciones en humanos en OPAl
(Chandhok, Lazarou and Neumann, 2018).



- Fisién mitocondrial

La fision mitocondrial es un proceso mediante el cual una sola mitocondria se
divide en dos. Este proceso es necesario para la remodelacion y reordenamiento
de las redes mitocondriales, para tener un transporte mitocondrial adecuado,
para facilitar la apoptosis y para la eliminacion de mitocondrias disfuncionales
(Chandhok, Lazarou and Neumann, 2018).

Para la fisidn se requiere, como se ha dicho anteriormente, el reclutamiento de
la proteina similar a la dinamina 1 o Drpl, una gran GTPasa relacionada con la
dinamina del citoplasma (Liu et al., 2020). Estas proteinas se asocian fisicamente
entre si, formando estructuras curvas que envuelven todo el exterior de la
superficie mitocondrial al contraerse y, posteriormente, usando la energia
proveniente de la hidrélisis de GTP para “pellizcar” las mitocondrias. La proteina
dinamina 2 juega un papel fundamental en este proceso ya que se ha
demostrado que la fisibn ocurre en dos pasos: primero, Drpl proporciona una
constriccidon parcial de la membrana mitocondrial y posteriormente, la unién y
constriccién por parte de Dinamina 2 permite la division del organulo en dos
(Chandhok, Lazarou and Neumann, 2018).

V. Mfnly Mfn2

Mfnl y Mfn2 son dos proteinas homélogas pertenecientes a la gran familia de
GTPasas mitocondriales transmembrana que fueron caracterizadas por primera
vez en Drosophila melagonaster (Filadi, Pendin and Pizzo, 2018). Esta familia
tiene homodlogos desde la levadura hasta los humanos cuyas propiedades
estructurales se han conservado entre diferentes especies, como podemos
observar en la Figura 2. En particular, los mamiferos presentan un 80% de
similitud en estas dos proteinas con las humanas (Filadi, Pendin and Pizzo,
2018).
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Figura 2. Representacion estructural de las proteinas de dinAmica mitocondrial Mfnl y
Mfn2 en Homo Sapiens (RCSB PDB - 6JFM: Mitofusina2 (MFN2)_T111D, no date).

Las mitofusinas presentan un gran dominio N-terminal seguido de un espaciador,
un primer dominio HR1 (heptad-repeat), otro espaciador, dos dominios
transmembrana (TM) que cruzan la MOM, otro espaciador y un segundo dominio
HR2 (Figura 3). Concretamente, el dominio HR1 permite la fusion de las
membranas externas mientras que el HR2 conduce a la oligomerizacion
intramolecular en cis y a la interaccion intermolecular en trans de las mitofusinas

(Cohen and Tareste, 2018).
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Figura 3. Estructura de la proteina Mfn2 (Filadi, Pendin and Pizzo, 2018).
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Las proteinas Mfnl, Mfn2 , OPALl y Drpl son reguladores clave de la fusion y
fision mitocondrial (Sebastian, Palacin and Zorzano, 2017). Alteraciones en
estos procesos pueden contribuir al desarrollo y progresién de enfermedades
metabdlicas y neurodegenerativas principalmente, por lo que una dinamica
mitocondrial funcional es crucial para la homeostasis celular. Asi, un correcto
balance entre los procesos de fusion y fision es clave para mantener un correcto

metabolismo mitocondrial (Sebastian, Palacin and Zorzano, 2017).

V. Trabajo realizado previamente

Dada la estrecha relacién entre la morfologia y la funcién mitocondrial, y la
implicacién de alteraciones mitocondriales en el desarrollo de NASH y otras
enfermedades metabolicas, en el laboratorio del Dr. Zorzano se realizd un
screening fenotipico con el objetivo de encontrar compuestos capaces de
promover la elongacién y la funcion mitocondrial como posibles farmacos para
combatir estas enfermedades. Tras este screening inicial, se obtuvo el
compuesto RC, que mostré una gran capacidad de promover la elongacién y la
funciébn mitocondrial en células MEF (fibroblastos embrionarios de raton)
deficientes en Mfnl, asi como en modelos celulares de higado y musculo con

disfuncion mitocondrial inducida por lipotoxicidad.

A raiz de este compuesto RC, y con el objetivo de ampliar la serie quimica, se
obtuvieron andlogos estructurales mediante estudios de relacién estructura-
actividad (SAR). A partir de estos nuevos compuestos, mediante screening en
células KO para Mfnl, se vio que los mas efectivos en inducir la elongacién
mitocondrial eran los compuestos C4 y C5. Con el objetivo de evaluar su eficacia
en un modelo in vitro de NASH, se realizaron ensayos de respiracion mitocondrial
en células de hepatoma humano (células PLC) incubadas con palmitato. Este
tratamiento se ha descrito que induce acumulacién de lipidos, lipotoxicidad e
inflamacion, mimetizando gran parte de las alteraciones moleculares que ocurren
durante el desarrollo de NASH (Ogawa et al., 2018). Los resultados obtenidos
mostraron que tanto C4 como C5 eran altamente efectivos en mejorar la

disfuncion mitocondrial inducida por palmitato (tanto la respiracion basal, como
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la ligada a la produccion de ATP),

aproximadamente 1 yM; como se puede observar en la Figura 4.
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Figura 4. Curvas dosis-respuesta del efecto de C4 y C5 sobre la respiracién mitocondrial

en células PLC. Las células PLC se trataron con varias dosis de C4 que van desde 10

MM a 1 nMy C5 de 1 uM a 1 nM. La respiracién basal y ligada a ATP fueron

determinadas y representadas como ‘fold change’ respecto a la respiracion en células

tratadas con palmitato. Los valores de EC50 se muestran en la tabla (n=4). Figura
obtenida del TFG de Pol Pérez.
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4. Hipotesis y objetivos

Alteraciones en la morfologia y funcion mitocondrial juegan un papel clave en el
desarrollo de NASH, asi como de otras enfermedades metabdlicas. Por lo tanto,
nuestra hipotesis de trabajo es que la correccion de estas alteraciones
mitocondriales podria constituir una posible diana terapéutica para el
tratamiento de estas enfermedades. En el laboratorio del Dr. Zorzano se ha
trabajado intensamente en ello durante los Ultimos afios, y actualmente cuentan
con dos compuestos (C4 y C5) capaces de promover la funcion mitocondrial en
modelos celulares de NASH.

A raiz de todos estos datos, el objetivo general de este TFG es indagar sobre los
posibles mecanismos de accién de los compuestos C4 y C5, asi como estudiar
los efectos de estos en otros modelos celulares asociados a enfermedades
metabdlicas.

Los objetivos especificos son:

- Estudio del efecto de los compuestos C4 y C5 sobre la expresion de
proteinas de dinamica mitocondrial en células PLC.

- Estudio del efecto de los compuestos C4 y C5 en la funcién mitocondrial
en células musculares C2C12.

5. Metodologia

a) Cultivos celulares

Se han utilizado dos lineas celulares, células humanas de hepatocarcinoma
(PLC), y células C2C12, una linea celular de mioblastos de ratén inmortalizada.
El medio de cultivo utilizado ha sido DMEM al 10% de suero fetal bovino (FBS),
100 U/mL de penicilina/estreptomicina (Invitrogen) y Hepes 25 mM.

Para mantener las lineas celulares, se han colocado en la estufa a 37°C con una
atmosfera humidificada a 5% C02/95% O2.
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Para la congelacion de las lineas celulares a -80°C, se ha utilizado el mismo

medio suplementado con el crioprotector Dimetilsulfoxido (DMSO) al 10%.

Para los diferentes ensayos, las células se dividen en cuatro grupos: células
incubadas con BSA 0.05 mM y 0.1% DMSO como vehiculo (grupo control),
células tratadas con palmitato 0.25 mM y DMSO 0.1% (grupo palmitato), células
tratadas con palmitato 0.25 mM y C4 a 1 yM (grupo C4), y células tratadas con
palmitato 0.25 mMy C5 a 1 uM (grupo C5).

Preparacion de palmitato 0.25 mM

El palmitato se ha utilizado en los diferentes ensayos ya que se ha descrito
qgue induce una mayor inflamacién en el higado que cualquier otro acido graso y
mimetiza gran parte de las alteraciones moleculares que ocurren en el hepatocito
durante el desarrollo de NASH (Ogawa et al., 2018). De este modo se puede
recrear una situacion similar a la que tienen las células de pacientes con NASH,
caracterizadas por la presencia de disfuncién mitocondrial, un aumento de

acumulacion de grasa, un aumento del estrés oxidativo y lipotoxicidad.

Para la preparacion de 10 mL de la solucion de palmitato 0.25 mM, se ha seguido

el siguiente protocolo:

- Se pesa 6.97 mg de palmitato en la balanza analitica

- Se disuelve el acido graso con 1 mL de NaOH 0.1M

- Se calienta la mezcla a 80°C hasta que la solucién sea transparente

- Por otro lado, se disuelve 0.325 g de BSA libre de acidos grasos en 8
mL de NaCl 0.9%

- Se calienta la mezcla a 45°C durante 15 minutos

- Se afade, gota a gota, la solucion de palmitato en la solucién de BSA
en agitacion

- Se filtra la solucién mediante una jeringa de 10 mL y un filtro de 0.45
micras

- Se realizan alicuotas de 1 mL y se congelan a -20°C
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b) Obtencién de extractos proteicos celulares

Con el objetivo de obtener extractos proteicos con los que posteriormente
realizar un Western Blot, primero de todo, se siembra el cultivo celular en placas
de 6 pocillos a una densidad de 900.000 células/pocillo, tanto de células PLC
como C2C12. A las 24 h de la siembra, las células se incuban con palmitato y
los diferentes compuestos durante 24 h. Pasado este tiempo, se retira el medio,
se afiade PBS para lavar las células y se afladen en cada pocillo 150 pL de
tampon de lisis que contiene: 50 mM Tris-HCI (pH 7.4), 150 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 1% Triton X-100, inhibidores de fosfatasas (2 mM Ortovanadato de sodio,
50 mM NaF i 20 mM pirofosfato de sodio) e inhibidores de proteasas (una tableta
complete™, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail 04693159001 ROCHE
per cada 10 mL de tampdn). Se recoge el extracto mediante un raspado haciendo
uso de una espatula y se transfieren a sus correspondientes tubos eppendorf.

A continuacion, con una jeringuilla de 20G se homogeniza cada suspension de
células haciendo pasar el volumen 10 veces por la jeringa, para asi romper las
células. Posteriormente, se centrifugan los extractos durante 10 minutos a 4°C y
700 x g. Una vez terminado, se recoge el sobrenadante (donde tendremos las
proteinas solubilizadas) y se recupera en nuevos tubos eppendorf. Por altimo,
se cuantifica la concentracion proteica de los extractos y se guardan a -20°C

hasta su posterior uso.

c) Cuantificacion de los extractos proteicos celulares

El kit de ensayo de proteinas Thermo Scientific Pierce BCA es compatible
con agentes reductores y permite la cuantificacion de la proteina total en
muestras con una minima interferencia de los agentes reductores de puentes
disulfuro. El ensayo BCA se basa en la reducciéon de Cu?* a Cu'* en medio
alcalino y la detecciéon colorimétrica altamente sensible y selectiva de la

cuprosa cation usando el acido bicinconinico (BCA).

Este ensayo también es compatible con la mayoria de los detergentes idnicos

y no ionicos en presencia de un agente reductor de disulfuro. La purificacion
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de proteinas de membrana presenta desafios inusuales para la cuantificaciéon
de proteinas, ya que estas proteinas a menudo requieren la presencia de
detergentes y un agente reductor de disulfuro para mantener la solubilidad y
la estabilidad. La doble compatibilidad de este kit permite a los investigadores
determinar con mayor precision la concentracion de proteinas para dichas

muestras.

Por todo ello, para cuantificar la cantidad de proteina obtenida en los extractos
proteicos celulares, se utliza el kit PierceTM BCA Protein Assay de
ThermoFisher Scientific. Se utilizan placas de 96 pocillos y se define la recta
patrén con una solucion BSA de 1 mg/mL, afiadiendo 0, 2.5, 5, 10y 20 ul de BSA
en los diferentes pocillos. A continuacién, se afiade por duplicado 2.5 uL de cada
extracto en los diferentes pocillos, a los cuales se les afiade 200 uL del reactivo
(mezcla de 5 mL el reactivo A 50x con 100 pL del B), que también se afiadira a
los pocillos correspondientes a la recta patréon. El resumen de este proceso se

encuentra en la Figura 5.

o .0 5o~
‘ -»> IR, .;_.\ .

Prepare BSA &tandards Prepare BOA RAB Fipette 2501 of standards

ang samples o wells

ST
e
SRR
RSN
Add 200uL of RAD Seal plate and incubate Measura absorbancs at
1o aach well &l 37°C lor 30 minutes 562 nm in a plate reader

Figura 5. Protocolo utilizado para cuantificacion de proteinas mediante el el kit PierceTM
BCA Protein Assay de ThermoFisher Scientific (Kit de ensayo de proteinas BCA de

Pierce™ compatible con agentes de reduccién, no date).

Finalmente, se incuba la placa en la estufa a 37°C durante 15 minutos y
posteriormente, se mide la absorbancia a una longitud de onda de 550 nm
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mediante el espectrofotdmetro Tecan Sunrise 96-well Microplate Reader y los

datos se procesan en el MagellanTM-Data analysis software.

d) Western Blot

i Preparacién de geles

Para este ensayo se requiere preparar geles de acrilamida al 10%. Para ello,
prepararemos dos soluciones, una que correspondera al gel separador (10%)

y la otra al gel apilador (6%).

Componentes Gel separador (9 mL)10% @ Gel apilador (2.5mL) 6%
Agua destilada 4.05mL 1.7 mL
Acrilamida 30% 3mL 0.5mL
Tris-HC11.875M pH 8.8 4x 1.8 mL
Tris-HCI 0.5M pH 6.4 4x 0.25mL
SDS 10% 90 uL 25 uL
Persulfato de amonio 10% 30 uL 8.5 uL
TEMED 4.5uL 2.5uL

Tabla 1. Reactivos para realizar geles de acrilamida al 10%.
Para la preparacion se sigue el siguiente proceso:

1. Se afaden las cantidades correspondientes de cada reactivo,
dependiendo del niumero de geles que se quiera preparar, de gel
separador.

2. Réapidamente, antes de que el gel polimerice, se vierte la solucion en
los cristales y se afiade unas gotas de isopropanol para evitar que se
formen irregularidades en el extremo superior del gel.

3. Mientras polimeriza el gel separador, se prepara la solucion de gel
apilador, pero sin afadir las dos ultimas sustancias, el persulfato de
amonio (APS) y el TEMED, ya que estas son las que provocan su

polimerizacion.
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4. Una vez polimerizado el gel separador, se eliminan los restos de
isopropanol con un papel de filtro y se afiaden el APS y el TEMED al
gel apilador.

5. Se afiade el gel apilador hasta rebosar por el cristal y se colocan los
peines de 10 o 15 pocillos, dependiendo del nimero de las muestras
gue tengamos que cargar en el gel.

6. Por ultimo, se deja polimerizar antes de ser utilizado.

ii. Preparacién de muestras

A partir de los extractos proteicos obtenidos, tanto de células PLC como
C2C12, prepararemos las muestras para cargarlas en los geles de
acrilamida. Para ello, se debe haber cuantificado la cantidad de proteina
presente de cada extracto para asi poder realizar los calculos pertinentes y

cargar la cantidad de proteina de nuestro interés.

Generalmente, al tratarse de extractos celulares, querremos tener entre 20-
30 ug de proteina por pocillo. Dependiendo del nimero de geles que
gueramos cargar, prepararemos una mayor o menor cantidad de muestra. La
muestra se prepara con los extractos correspondientes, agua destilada y LSB
4x.

El LSB se mezcla con DTT, un agente reductor que romperd los puentes
disulfuro de las proteinas y permitird una mayor desnaturalizacion de éstas,
diluyéndose 20 veces en el primero (1 mL LSB + 50 uL DTT), que contiene
glicerol para dotar de mayor densidad a la muestra y de azul de bromofenol

para poder seguirla mientras avanza en el gel.

Una vez afiadidas las respectivas cantidades en cada eppendorf, se hierven
las muestras durante 5 min a 95°C. Una vez hervidas, se procede a cargar la

cantidad correspondiente en el gel.
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iii. Electroforesis

Una vez preparados los geles SDS-PAGE al 10% de acrilamida y de 1.5 mm de
grosor, se colocan en el soporte y se aflade 500 mL de tampon de electroforesis
o “Running Buffer” 1x. A continuacion, se retiran los peines y se procede a cargar
los geles con las muestras correspondientes, ademéas de 10 uL del marcador
de peso molecular Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder de
ThermoFisher ScientificTM.

Una vez terminado, se conecta el sistema a la fuente de alimentacion y realiza
la electroforesis a 30 mA por gel, a amperaje constante durante

aproximadamente 1h 30 minutos a temperatura ambiente.

iv. Transferencia

Una vez terminada la electroforesis, se apaga la fuente, se retira la tapa y se
sacan los geles de los vidrios. Para realizar la transferencia, se utilizan
membranas PVDF (8.5 cm x 5.5 cm), que previamente han de activarse con
metanol. A continuacion, se realiza el montaje de trasferencia que corresponde
a una esponja, dos papeles de filtro Whatman, el gel, la membrana, dos papeles
Whatman mas y otra esponja en cada soporte de transferencia o ‘sandwich’. Se
introducen los dos soportes en la cubeta; ademas de un recipiente de agua
destilada congelada que evitara un calentamiento excesivo del sistema, tal y
como se indica en la Figura 6.

Fiber pas
Filter paper
Membrane
Gl

Filter paper
Fiker pad

Figura 6. Montaje correspondiente a una trasferencia de Western Blot.

20



Tanto el montaje del sandwich como el de la cubeta se realiza en contacto con

tampon de transferencia o Transfer buffer (20% metanol).

Una vez montada, se afiaden 800 mL del tampdn, se conecta la cubeta a la
fuente de alimentacion y se corre a 250 mA, a amperaje constante durante 1 h

50 min a temperatura ambiente.

V. Incubacion anticuerpo primario

Una vez terminada la trasferencia, se obtienen las membranas PVDF
transferidas de los soportes y se bloquean con una solucién de PBS-Tween
(0.1%) 5% de leche en polvo durante una hora en agitaciébn a temperatura

ambiente.

Posteriormente, se cortan las membranas, dependiendo del peso molecular de
la proteina que se desea mirar, y se incuba el trozo correspondiente con su

anticuerpo primario durante toda la noche a 4°C con los siguientes anticuerpos:

Anticuerpo Proveedor Dilucion  Disolvente kDa Origen
Actina Sigma Aldrich 1/1000 PBS-T (0.1%) 45 Ratén
+ Leche (5%)
BD 1/1000 PBS-T (0.1%) 78-82 Ratén
1 0,
DRP1 Transductllon + Leche (5%)
Laboratories
P-DRP1 Cell Signaling 1/1000 PBS-T (0.1%) 78-82 Conejo
+ Leche (5%)
Mitofusina 1 Santa Cruz 1/1000 PBS-T (0.1%) 82 Conejo
. N 0
(Mfn 1) Biotec Leche (5%)
Mitofusina 2 Abcam 1/1000 PBS-T (0.1%) 80 Ratén
+ 0,
(Mfn 2) Leche (5%)
BD 1/1000 PBS-T (0.1%) 80-100 Conejo
. 0 .
OPA1 Transduct.lon + Leche (5%) varias
Laboratories bandas

Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados en el ensayo de Western Blot.
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Vi. Incubacién anticuerpo secundario

Al dia siguiente, se retiran los trozos de membranas de los recipientes con los
anticuerpos primarios y se realizan tres lavados con PBS-T de 10 minutos.
Posteriormente, se incuban con los anticuerpos secundarios correspondientes
(anti-conejo, anti-ratén), a una diluciéon 1/10000, a temperatura ambiente en

agitacion durante 1 hora.

vii. Revelado y cuantificacion proteica

Una vez terminada la incubacion con el anticuerpo secundario, se realizan otros
tres lavados con PBS-T y se procede al revelado. Se colocan las membranas en
un recipiente y se afiade 2 mL de reactivo de revelado por membrana y se deja
actuar durante 1 minuto. La deteccidn se ha realizado utilizando el reactivo de
revelado LuminataTM Classico Western HRP Substrate, que dejandolo actuar
un minuto, produce una quimioluminiscencia que queda impresa en los films

fotograficos Fuji Super RX-N Blue Film 18x24 cm de Fuijifilm.

En la camara oscura, se expone los films a ciertos tiempos (5”7, 30”, 1’y 3’). A
menor cantidad de proteina cargada, mayor tiempo de exposicién es necesario
para ver la sefial. El revelado de los films se realiza en un revelador automatico
HYPERPROCESSOR de GE Healthcare Life Sciences.

En el caso de que de una misma membrana se haya querido cuantificar mas de
una proteina y, por tanto, utilizar otro anticuerpo, se realiza un stripping. Para
ello, se incuba la membrana durante 25 minutos utilizado Restore Western Blot
Stripping Buffer (Thermo Fisher Scientific) y posteriormente se realizan los
lavados correspondientes con PBS-T. A continuacion, se bloquea con PBS-
Tween 5% leche y se incuban con el anticuerpo primario y secundario y se vuelve

a revelar.

Finalmente, se han cuantificado con densitometria las diferentes proteinas

usando el software Quantity One.
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e) Ensayo de consumo de oxigeno de un cultivo celular de C2C12

(XFe24 Extacellular Flux Assay, Seahorse)

Esta técnica permite analizar el consumo de oxigeno y con ello la respiracion
mitocondrial. Para ello, se utiliza del Analizador de flujo extracelular Seahorse
XFe24.

El ensayo se ha realizado utilizando células C2C12, sembrando 50.000 células
por pocillo en una placa de Seahorse Bioscience XF24, de 24 pocillos, a los
cuales se les afiadié 500 pL del medio correspondiente. Los grupos de células
gue se han formado han sido los mismos que en el Western Blot, el control con
BSA, control con palmitato, C4 y palmitato y C5 y palmitato. Los compuestos se
incuban 24 horas antes de realizar el andlisis. El dia antes del experimento se
pone a hidratar el cartucho con los sensores de oxigeno, afiadiendo 1 mL de XF
Seahorse calibrant buffer en cada pocillo y se deja hidratando en una estufa libre

de CO2 durante toda la noche.

Al dia siguiente, se retira el medio de la placa con células y se afiaden 700 pL
de medio de Seahorse a cada pocillo. Para preparar 25 mL de medio de
Seahorse, es necesario afiadirle: 137,5 pl de glucosa 1 M (concentracion final
5,5 mM), 250 ul de piruvato de sodio 100 mM (concentracion final 1 mM) y 250
ul de glutamina 200 mM (concentracion final 2 mM). Una vez terminado, se deja

incubando la placa durante 45 minutos en la estufa libre de CO2.

En el tiempo en que se incuban las células, se preparan las soluciones de los
diferentes compuestos que se introduciran en los diferentes puertos del cartucho
y permitirAn evaluar la funcién mitocondrial. A cada pocillo le corresponden
cuatro puertos, que se usaran para inyectar: puerto 1, oligomicina 2,5 uM
(inhibidor de la ATPsintasa y del complejo V); puertos 2y 3: CCCP 1 uM (crea
poros en la membrana mitocondrial interna y nos da el valor de respiracion
maxima); puerto 4: antimicina A 1 uM y rotenona 1 uM (inhibidor del complejo 1l
y | respectivamente). De cada uno de los inhibidores se afiade 75 yL en cada
puerto (Figura 7).
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Figura 7. Esquema de los diferentes puertos pertenecientes al cartucho y el propio

analizador de flujo extracelular Seahorse XFe24.

Una vez cargados todos los puertos, se introduce el cartucho y la placa con la
solucién de calibracién en el equipo para que se calibre (tarda unos 30 minutos)
y una vez terminado, se retira la placa con la solucion de calibracion y se
introduce la que contiene las células. La medicion tardar4d unas 2 horas
aproximadamente y nos daré los valores de OCR (Oxygen Consumption Rate),

es decir, el consumo de oxigeno. El resumen de este proceso se muestra en la

Figura 8.
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Figura 8. Protocolo de ensayo de consumo de oxigeno mediante el analizador de flujo

extracelular Seahorse XFe24 (Technologies, no date).

Una vez terminado el ensayo, se procede a cuantificar las proteinas de cada
pocillo para normalizar los valores obtenidos por cantidad de proteina. Para ello,
se aspira el medio y se afiade 100 pl en cada pocillo de tampén de lisis (NaOH
0.1N, SDS 10%), de los cuales 10 ul de cada uno se sembraran en una placa de
96 pocillos. Ademas, se preparan los controles para la recta patron, tal y como
se ha explicado anteriormente en el apartado de extractos proteicos celulares, y
se cuantifica la cantidad de proteina haciendo uso del kit Pierce™ BCA Protein

Assay (Thermo Fisher Scientific), segun las instrucciones del fabricante.

6. Resultados y discusion

- Efecto de los compuestos C4 y C5 en la expresion de proteinas de
dindmica mitocondrial en células de higado

Para evaluar si los efectos C4 y C5 sobre la respiracion mitocondrial estan
relacionados con un posible efecto sobre la dinAmica mitocondrial, se han
realizado ensayos de Western Blot en los cuales se ha determinado el efecto de
los compuestos sobre la expresion de proteinas de dindmica mitocondrial: Mfn1,
Mfn2, OPAL, DRP1y P-DRP1.

Como se ha mencionado anteriormente, Mfnl, Mfn2 y OPA1 intervienen en el
proceso de fusion mitocondrial; mientras que la proteina DRP1 interviene en la

fisibn mitocondrial.

La proteina de fision mitocondrial DRP1 es citosolica y tras su fosforilacién en la
serina 616 se transloca a la mitocondria para inducir fisibn mitocondrial. Esta
fosforilacidbn se ha observado que conduce a una disfuncién mitocondrial al
aumentar los mecanismos de fision (Roe and Qi, 2018); por lo que seria
interesante observar también si estos compuestos afectan a los niveles de
fosforilacion de DRP1.
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Figura 9. Cuantificacion de Mfn1 (A), Mfn2 (B), OPA1 (C), DRP1 (D) y p-Ser616 DRP1
(E) en células PLC. Las células han sido tratadas con BSA 0.05 mM (control), con
palmitato 2.5 mM, con palmitato y C4 1 yM y con palmitato y C5 1 uM durante 24 horas.
Los datos han sido representados mediante la media £+ SEM (excepto en el caso de la

proteina P-DRP1). # p<0.05 palmitato vs compuesto; * p<0.05 control vs compuesto.

Por un lado, como podemos observar en la Figura 9B, el palmitato ha sido el
causante de una disminucion en la expresion de Mfn2; pero no disminuye la

expresion de ninguna otra proteina.

Por otro lado, los compuestos C4 y C5 han sido capaces de aumentar la
expresion de las proteinas Mfn2 y OPA1, como se puede observar en las Figuras
9By 9C.

Para el resto de las proteinas (Mfnl, DRP1 y P-DRP1), no se observa ningun
efecto en el nivel de expresién proteica por parte del palmitato ni de los
compuestos. Respecto a la proteina P-DRP1, solo se ha llevado a cabo un
ensayo, por lo que seria de interés realizar mas y obtener mas resultados y ver

realmente si los compuestos afectan a los niveles de fosforilacién de DRP1.

A partir de los datos obtenidos, podemos sugerir que, probablemente, la
disfuncion mitocondrial originada en células PLC tratadas con palmitato (modelo
in vitro de NASH) y observada en estudios anteriores viene causada por una
disminucién en los niveles de expresion de Mfn2. Ademas, estos datos sugieren
que la accién de C4 y C5 restaurando la funcion mitocondrial en células PLC
tratadas con palmitato observada previamente, podria estar mediada por el

incremento en la expresion de Mfn2 originada por estos compuestos.

En perspectiva de futuro, seria necesario realizar mas estudios, tanto para
estudiar el mecanismo de accién de los compuestos, como para comprobar que
dosis de los compuestos es mas efectiva. Ademas, se deberian realizar modelos
in vitro de otras lineas celulares, como pueden ser las C2C12, y observar si los
compuestos producen algun efecto en ellas. También, se deberian de probar los
compuestos C4 y C5 en un modelo in vivo, para asi probar si los efectos positivos
en revertir la disfuncibn mitocondrial se observan también en un modelo mas

complejo, y no solo en un modelo celular simple.
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- Efecto de los compuestos C4 y C5 en la respiracién mitocondrial

en células de musculo

Para analizar el efecto de los compuestos seleccionados C4 y C5 sobre la
funcién mitocondrial en otro modelo distinto al previamente observado por el
laboratorio (células de higado), se realizaron ensayos de respiracion
mitocondrial utilizando el analizador de flujo extracelular (Seahorse, Agilent).
Este ensayo se ha llevado a cabo en un modelo de disfuncion mitocondrial
inducida por palmitato en células musculares C2C12, como ya se ha
comentado anteriormente. En este experimento, se ha analizado la
respiracion mitocondrial midiendo la tasa de consumo de oxigeno (OCR) y
diferentes parametros: respiracion basal, Leak, respiracion ligada a la

produccion de ATP (ATP-linked) y capacidad respiratoria maxima.

En el ensayo de consumo de oxigeno, primero se mide el valor basal del OCR
celular, a partir del cual se puede calcular la respiracion basal. A
continuacion, se afiade la oligomicina, inhibidor de la ATP sintasa, que nos
da el consumo de oxigeno no acoplado a la sintesis de ATP (Leak). Si este
valor de OCR se le resta al valor de la respiracion basal, se obtiene la
respiracion ligada a la produccion de ATP (ATP-linked). Después, se aflade
el CCCP, un agente que permeabiliza la membrana mitocondrial interna y
permite el flujo de protones a través de ésta, por lo que se obtiene una tasa
maxima de la cadena de transporte de electrones. Por ultimo, se afiade la
rotenona y la antimicina A, inhibidores del complejo I y IIl respectivamente,
por lo que bloguean la cadena de transporte electrénico y gracias a los cuales
se obtienen los valores correspondientes a la respiracién no mitocondrial.
Este valor se resta del resto de valores para poder obtener todos los datos

de respiracion mitocondrial descritos anteriormente (Figura 10).
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Figura 10. Perfil del ensayo de consumo de oxigeno Seahorse XF Cell MitoStress.

Mediante el uso de esta técnica se ha evaluado el efecto de los compuestos C4
y C5 sobre la funcion mitocondrial en células musculares C2C12 incubadas con
palmitato. Tal y como puede observarse en la Figura 11, el tratamiento con
palmitato indujo una disfuncién mitocondrial en las células C2C12, caracterizada
por una disminucién en los valores de consumo de oxigeno. Mediante el analisis
estadistico ANOVA de dos vias se ha determinado que el efecto del palmitato es
significativo estadisticamente respecto el grupo control (p<0.0001). ElI C4
muestra una tendencia a aumentar la respiracion mitocondrial respecto el grupo
con palmitato (p=0.08) y el C5 lo hace de manera significativa (p=0.015). Asi,
estos resultados indican que ambos compuestos son capaces de revertir la
disfuncion mitocondrial causada por palmitato en estas células, de manera
similar a lo observado anteriormente para las células PLC. Sin embargo, aunque
ambos compuestos rescatan la disfuncién mitocondrial, seria necesario utilizar

mas dosis para acabar de caracterizar su potencia en estas células.
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Figura 11. Efecto de los compuestos C4 y C5 en el consumo de oxigeno
mitocondrial en células C2C12. Las células han sido tratadas con BSA 0.05 mM
(control), con palmitato 2.5 mM, con palmitato y C4 1 uM y con palmitatoy C5 1 uM
durante 24 horas (n=4). Los datos han sido representados mediante la media + SEM,;

y han sido normalizados frente al control basal.

- Andlisis estadistico

Los datos presentados en este trabajo han sido analizados usando la prueba de
T de student o realizando un analisis de varianza (ANOVA). Los datos se han
representado como la media £+ SEM a menos que se indique lo contrario. La

significancia de los resultados obtenidos se ha establecido a p < 0.05.

En el andlisis estadistico realizado para los valores de la Figura 9B, podemos ver
que hay una diferencia significativa del C5 y el C4 frente al palmitato y, ademas,

una diferencia significativa del palmitato frente al control

Como podemos observar en la Figura 9C, el C4 presenta un aumento
significativo de la expresiéon de OPA1 respecto al palmitato y una tendencia a
aumentar respecto al grupo control. En cambio, el C5 aumenta significativamente
la expresion de esta proteina, tanto frente al control con BSA como frente al

control con palmitato.
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7. Conclusiones
Las conclusiones obtenidas en el proyecto han sido las siguientes:

- ElI C5 es capaz de rescatar de manera significativa la disfuncion
mitocondrial originada por el palmitato en células de musculo C2C12.

- Tanto el C4 como el C5 son capaces de restaurar los niveles
disminuidos de Mfn2 en células tratadas con palmitato.

- Elincremento de la expresion de Mfn2 por parte de ambos compuestos
en células PLC podria explicar parte de los efectos de estos
compuestos sobre la mejora de la funcion y morfologia mitocondrial
observada en estas células.

- Aunque el palmitato por si solo no tiene efecto sobre los niveles de
OPAL en células PLC, el compuesto C4 y C5 aumentan sus niveles en

células tratadas con palmitato.
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