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Abreviaturas
ABC: Abacavir
AD: Enfermedad de Alzheimer

AIDS: Sindrome de inmunodeficiencia
adquirida

ATP: Adenosin Trifosfato

AZT: Azidotimidina

Cl: Complejo respiratorio mitocondrial |
Cll: Complejo respiratorio mitocondrial Il
Clll: Complejo respiratorio mitocondrial Il
CIV: Complejo respiratorio mitocondrial IV
CV: Complejo mitocondrial V

CoQ: Coencima Q

Cyt c: Citocromo C

ddl: Didanosina

DMSO: Dimetilsulfoxido

DMEM: Dulbecco modified Eagles medium
D-loop: Bucle de desplazamiento

d4T: Estavudina

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético
ETC: Cadena de transporte electrénico
FADH;: Flavin adenin dinucleétido

FBS: Suero fetal bovino

FDA: Food and drug administratation

HIV: Virus de la inmunodeficiencia humana
IM: Espacio intermembrana
IMS: membrana interna mitocondrial

KSS: Sindrome de Kearns-Sayre

LHON: Neuropatia éptica hereditaria de
Leber.

LOPD: Enfermedad de Parkinson de ataque
tardio

LS: Sindrome de Leigh

M: matriz mitocondrial.

MEF: Fibroblastos embrionarios de ratdn.
MMS: Metil Metano Sulfonato

mtDNA: DNA mitocondrial

NADH: dinucledtido de nicotinamida y
adenina.

OXPHOS: Sistema de fosforilacion oxidativa
PBS: Tampdn fosfato salino

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa
PD: Enfermedad de Parkinson

POLG: DNA polimerasa gamma.

ROS: Especies reactivas de oxigeno

rRNA: RNA ribosémicos

SNpc: Sustancia negra pars compacta

Tm: Temperatura de hibridacion

tRNA: RNA de transferencia

3TC: Lamivudina
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1. RESUMEN

El sistema de fosforilacién oxidativa (OXPHOS) juega un papel fundamental en la funcién y
diferenciacidon neuronal que tiene lugar en las primeras fases del desarrollo embrionario. Los
xenobidticos de naturaleza diversa, como la azidotimidina (AZT), podrian causar una alteracién
de la funcidon mitocondrial llegando a resultar en el desarrollo de enfermedades neuroldgicas
como Parkinson o Alzheimer, siendo la edad y la exposicidn a xenobiéticos algunos de los
posibles factores de riesgo en estudio.

Diversos autores han estudiado el efecto de dicho fdrmaco en edades tempranas, sin embargo,
el propdsito de dicho trabajo es el estudio de las consecuencias de una exposicién temprana en
la vejez del individuo.

Para lograrlo, se establecieron varios objetivos, se realizé un tratamiento de 72 h con AZT 5 uM
y 50 uM en dos lineas celulares, SH-SY5Y y MEF, donde se estudid la afectacién de la funcién
mitocondrial causada por la toxicidad del fdrmaco mediante pruebas bioquimicas analizadas por
fluorescencia y luminiscencia. Ademds, se comprobd la existencia de mutaciones producidas en
la regidon D-loop mediante amplificacion por PCR, secuenciacion por el método Sanger y
comparacién con la secuencia consenso. Después, la mutagenicidad fue estudiada en el mtDNA
procedente de cerebro de ratones viejos C57BL/6J prenatalmente expuestos a AZT. No se
registraron diferencias significativas en los parametros analizados, salvo una disminucion en la
produccién de ATP mitocondrial en MEF expuestos al farmaco. En la regiéon D-loop del genoma
mitocondrial no aparecian mutaciones causadas por la exposicién al fdrmaco, tanto en las lineas
celulares como en los animales de experimentacion.

ABSTRACT

The oxidative phosphorylation system (OXPHOS) is essential for neuronal function and
differentiation which occurs in prenatal period. Xenobiotics, such as azidothymidine (AZT), might
alter mitochondrial function and lead to the development of neurological diseases. Some of
them are Parkinson and Alzheimer which are increased with age and xenobiotics exposition.

Some authors have investigated in the effect of AZT in early life; however, the purpose of this
project is to study what an early exposure to AZT will suppose in the future.

To aim this objective, we treated during 72 h two different cell lines (SH-SHY5Y and MEF) with
AZT (5 uM and 50 uM). The impairment of mitochondrial function caused by drug toxicity was
analyzed through biochemical tests. Moreover, we studied the mutagenicity of the drug by PCR
amplification of the D-lopp, then sequenced using the Sanger Method and compared to a
consensus sequence. We used both line cells and also brain samples from mouse C57BL/6)
exposed to AZT in early life.

Overall, we did not find significative differences comparing to control, apart from the
significance decrease in mitochondrial ATP production in MEF exposed to drug. In the D-loop
region, we did not find mutations caused by toxicity, neither in the cell lines nor inin the exposed
mice.



2. INTRODUCCION

2.1 La mitocondria y el sistema de fosforilacién oxidativa

La mitocondria es un organulo con doble membrana fundamental en las células eucariotas para
la obtencidn de la energia en forma de adenosin trifosfato (ATP), esencial para el buen desarrollo
celular. Esta funcidn es llevada a cabo en la membrana interna de la mitocondria donde se
localiza el sistema de fosforilacién oxidativa (OXPHQOS), constituido por la cadena de transporte
de electrones (ETC), formada por los complejos | al IV (C I-1V), el coenzima Q (coQ) y el citocromo
c (Citc), y la ATP sintasa o complejo V (CV) (Figura 1).

Los electrones son extraidos de los nutrientes ingeridos y, tras generar dinucledtido de
nicotinamida y adenina (NADH) y dinucledtido de flavina y adenina (FADH,) reducidos, son
recogidos en la ETC por el oxigeno inhalado. En el proceso de producciéon de ATP via OXPHQOS,
se genera un potencial de membrana interna mitocondrial mediante el bombeo de protones a
través de Cl, Clll y CIV desde la matriz mitocondrial al espacio intermembrana (IMS) que,
posteriormente, impulsa el funcionamiento de la ATP sintasa.
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Figura 1. Modelo esquematico del sistema OXPHOS de la mitocondria. IMS: Espacio intermembrana, IM:
membrana interna mitocondrial, M: matriz mitocondrial. Fuente: (1)

La liberacién de electrones fuera de la cadena de transporte conduce a la formacidn de radicales
libres que se suma a la gran disponibilidad de oxigeno por parte del organulo, lo que conduce a
la formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) en forma de anidn superdxido y perdxido
de hidrogeno, principalmente. No obstante, bajo determinadas condiciones, varias proteinas de
la matriz mitocondrial y complejos enzimaticos son también capaces de producir ROS.

Otras funciones de este sistema incluyen la homeostasis del calcio intracelular, la regulacién de
la apoptosis, control de la dindmica mitocondrial o la diferenciacidn celular. (2)

2.2 DNA mitocondrial y alteraciones neuroldgicas

A nivel genético, la mitocondria no solo depende del DNA nuclear puesto que posee su propio
DNA (DNA mitocondrial, mtDNA) (Figura 2), localizado en la matriz mitocondrial. Cada organulo
tiene muchas copias idénticas del material genético de herencia materna. La estructura y
organizacidn genética estd altamente conservada entre especies de mamiferos, se trata de una
molécula de DNA de hebra doble, circular, superenrrollada y cerrada de aproximadamente 16,6
kb en humanos.



Cada una de las hebras se conocen como H (pesada o heavy) y L (ligera o light) y estan
catalogadas en funcidn del coeficiente de sedimentacion. El mtDNA contiene informacién sobre
37 genes, 13 codifican proteinas que forman parte de los complejos enzimaticos de OXPHOS y
los restantes, 2 RNAs ribosémicos (rRNAs) y 22 RNAs de transferencia (tRNAs).

Posee una regidon no codificante conocida como D-Loop (Displacement loop o bucle de
desplazamiento). Se trata de un bucle con una estructura de triple hebra (cadena ligera, cadena
pesada y 7S DNA). Se localiza entre el gen que codifica para el tRNA de la prolina y el de la
fenilalanina. En él se situa el origen de replicacién de la hebra H y es parte del control de la
transcripcién ya que contiene promotores y potenciadores. (3) Se considera una region
hipervariable entre especies y dividida en regiones en funcién de su grado de diversidad. Sus
caracteristicas permiten asociarlo a enfermedades degenerativas, envejecimiento y evolucion
de las especies.

Ademas, se ha visto que el extremo 3’ del D-loop posee puntos de ruptura comunes para
deleciones, tanto en pacientes como en rupturas enzimaticas inducidas en modelos celulares y
animales. (4)
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Figura 2. Composiciéon del mtDNA. La figura muestra la estructura del DNA mitocondrial. Los genes
estructurales se muestran en amarillo, los RNAs ribosémicos (rRNA) en azul y los RNAs de transferencia
(tRNA) en negro. En rojo se muestra la region no codificante D-loop. Fuente: (5)

El mtDNA posee una alta tasa de mutacidén y es especialmente susceptible a sufrir dafio por
estrés oxidativo porque a nivel estructural no se encuentra empaquetado en histonas, como si
ocurre en el DNA nuclear, ni tampoco tiene tantos mecanismos de reparacion del material
genético. Por tanto, mutaciones en el mtDNA pueden resultar en la disfuncién del sistema
OXPHOS que lleva a una inestabilidad en la generacién de energia en forma de ATP que
necesitan las células y conducird a la aparicién de patologias mitocondriales. Se veran mas
afectados aquellos sistemas que tengan una demanda energética mayor como puede ser el
sistema nervioso. (6)

Algunas de las enfermedades relacionadas con la alteracidn de la funcién mitocondrial son: El
sindrome de Kearns-Sayre (KSS), la neuropatia 6ptica hereditaria de Leber (LHON) o el sindrome
de Leigh (LS).



Ademas, mutaciones en el mtDNA se encuentran relacionadas con enfermedades como la
diabetes, Alzheimer (AD) y Parkinson (PD), incluso cancer. (3)

El dafo genético mitocondrial se acumula con la edad, lo que resulta fundamental en el proceso
de envejecimiento, y especialmente en relacién con la neurodegeneraciéon producida en las
enfermedades tales como Parkinson (PD). Concretamente, la variante mas comun de esta
enfermedad se produce en la vejez del paciente y se conoce como Enfermedad de Parkinson de
inicio o ataque tardio (LOPD). La prevalencia de esta enfermedad avanza con la edad 0,3 % de la
poblacién total, 1 % en personas mayores de 60 afios y 3,5 % entre 85 y 89 ainos. (7)

La PD se da por la degeneracidn de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra pars
compacta (SNpc). Estas células se encargan de la produccién de dopamina, la cual regula el
sistema de ganglios basales que participan en el control del movimiento. Cuando encontramos
neurodegeneracion a nivel de estas neuronas aparecen temblores, rigidez en reposo y lentitud.
Ademas, se ha observado una acumulacion generalizada de a-sinucleina, en forma de agregados
en el citoplasma celular conocidos como cuerpos de Lewy. (8)

De hecho, el sistema OXPHOS no solo juega un papel fundamental en la funcién de las neuronas
maduras, sino también en la neurogénesis que tiene lugar en los primeros dias del desarrollo
embrionario (desde la semana 5 a la semana 7 desde la fecundacién, en humanos),
concretamente en la diferenciacion de la célula progenitora neural a neurona postmitética. (9)
Es entonces cuando la masa mitocondrial aumenta y estos organulos se distribuyen con el
objetivo de dar lugar a los diferentes tipos neuronales mediante la diferenciacion a neurona
dopaminérgica. Ademas, son importantes en el crecimiento axonal, asi como en el desarrollo y
el mantenimiento de la plasticidad en las dendritas. (10)

2.3 Toxicidad mitocondrial en la exposicion a xenobidticos

Algunos xenobidticos, no producto del metabolismo celular, pueden producir defectos en la
funcion OXPHOS.

Continuamente nos encontramos expuestos a xenobidticos ambientales como pueden ser
pesticidas o fungicidas. Es complicado determinar el alcance y momento de la exposicién. Otros
xenobidticos como los farmacos son continuamente estudiados, aunque también sea posible la
exposicién accidental a los mismos, y si se conocen datos especificos al tratarse de compuestos
terapéuticos.

2.3.1 Los andlogos de nucledsidos inhibidores de la transcriptasa reversa como
xenobidticos del sistema de fosforilacion oxidativa

Los andlogos de nucledsidos inhibidores de la transcriptasa reversa (NRTIs) son un tipo de
farmacos antirretrovirales, utilizados en el tratamiento de la infeccion por el virus de la
inmunodeficiencia humana (HIV) que es el agente del sindrome de inmunodeficiencia adquirido
(AIDS).

Han sido desarrollados gran variedad de fdrmacos con este mismo mecanismo de accién como
Abacavir (ABC), Estavudina (d4T), Lamivudina (3TC), Didanosina (ddl)... Pueden ser
administrados de forma individual o combinando varios de ellos para potenciar el efecto
terapéutico. (11)



El primer fdrmaco de este grupo aprobado por la Food and drug administration (FDA) fue la
Azidotimidina (AZT), también conocido como Zidovudina y comercializado como Retrovir®.
Inicialmente se utiliz6 como tratamiento anticancerigeno, pero se descartd por no conseguir los
objetivos terapéuticos que perseguia.

Se ensayd contra el HIV y su aprobaciéon en 1987 se vio impulsada por la inexistencia de
tratamientos contra dicha enfermedad. Posteriormente, se comprobd los efectos adversos a
largo plazo que podia provocar.

Se trata de un andlogo de la timidina (Figura 3) cuya accidon conduce a la supresion de la
replicacion del genoma viral. No obstante, también presenta afinidad por la DNA polimerasa
gamma (POLG) responsable de la replicacién del mtDNA humano. Entonces la toxicidad de este
tipo de farmacos se encuentra relacionada con alteraciones en el sistema OXPHOS. (12)
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Figura 3. Estructura del AZT y su nucledsido analogo. A la izquierda se muestra el nucledsido timidina y a
la derecha el AZT, donde se sustituye el grupo -OH del nucledsido por un grupo -Ns.

Este fdrmaco ha sido comunmente prescrito a mujeres embarazadas para evitar la transmision
vertical del HIV. Se recomienda utilizarlo a lo largo de todo el embarazo y las primeras 6 semanas
de vida del neonato.

A pesar de ser efectivo en la reduccién de la carga viral, varios estudios reflejan los efectos
secundarios del AZT como cardiomiopatia, hepatotoxicidad, neuropatias y dafio mitocondrial.
(11,13,14).

Dichos efectos secundarios pueden provocar también alteraciones en el material genético,
concretamente dado que dicho farmaco tiene afinidad por POLG, resulta crucial en la replicacién
del mtDNA. Esta interacciéon puede desencadenar la aparicion de mutaciones que pueden
aparecer en edades tempranas cuando tiene lugar la exposicion al AZT y acumularse con la edad
siendo un factor importante en el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas.



3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Dado que la funcién OXPHOS es importante para la neurogénesis y que esta ocurre
principalmente en las fases tempranas del desarrollo del sistema nervioso, la exposicion
prenatal a xenobidticos del sistema OXPHOS, que alteren la funcién mitocondrial, podrian ser
un factor de riesgo en estudio en el desarrollo de enfermedades del sistema nervioso de
aparicion tardia.

Nuestra hipoétesis propone que la exposicidon durante la etapa prenatal al AZT podria provocar
toxicidad, tanto en la funcién mitocondrial, como en mutaciones en el mtDNA.

Para contrastar dicha hipdtesis se establecen los siguientes objetivos:

- Estudio del efecto de la AZT a diferentes concentraciones en la funcién mitocondrial de
dos lineas celulares (SH-SY5Y y MEF).

- Establecimiento de las condiciones dptimas de amplificacion mediante PCR del D-loop
del genoma mitocondrial en ratén.

- Determinacion del efecto mutagénico de diferentes concentraciones de AZT en el
mtDNA de cerebros de ratdén y en las lineas celulares humanas y murinas.

4. METODOLOGIA
4.1 Lineas celulares

Para la realizacién de dicho trabajo Final de Grado se han utilizado muestras procedentes de
diferentes lineas celulares:

- SH-SY5Y cuyo origen es un neuroblastoma humano. Se trata de un modelo celular
popular para la investigacién de LOPD puesto que se puede diferenciar a neuronas
dopaminérgicas. (15)

- Fibroblastos embrionarios de ratdn (MEF) inmortalizados procedentes de la cepa de
ratén C57BL/6J.

En el caso de las células SH-SY5Y y MEF, se utilizé la linea celular para someterla al tratamiento
con AZT.

4.2 Muestras de tejido cerebral murino

Se utilizaron muestras de tejido cerebral de ratdn de la misma cepa que los fibroblastos. Dichos
ratones son la descendencia de hembras a las que se les administré AZT entre los dias E9 y E15
de gestacion. Es durante este periodo cuando tiene lugar la diferenciacion de neuronas
dopaminérgicas del cerebro medio en ratdn (16). Se les expuso a dos concentraciones diferentes
de farmaco, equivalentes a la utilizada en humano y el doble de la misma.

Ademas, las hembras gestantes fueron tratadas también con Uridina, puesto que se ha visto que
en células SH-SY5Y el efecto de la disfuncion del sistema OXPHOS sobre la diferenciacion
neuronal puede recuperarse con Uridina. (12)

Eran un total de 40 muestras, distribuidas en 5 grupos de 8 ratones cada uno: Vehiculo, AZT 2,5
mg / dia, AZT 5 mg / dia, Uridina dia y AZT 5 mg / dia + Uridina 70 mg / dia.



Transcurridos 20 meses, los ratones ya habian alcanzado la vejez en su especie (equivalente a
70-79 anos en humanos), fueron sacrificados y se obtuvieron muestras del cerebro, de forma
que durante este Trabajo Final de Grado solo se manipulé el DNA de los ratones previamente
extraido del tejido cerebral en el grupo de Biogénesis y Patologia Mitocondrial de la Universidad
de Zaragoza.

4.3 Cultivo celular

Todo el trabajo relativo al cultivo celular se llevd a cabo bajo condiciones estériles. Esto supone
la manipulacién de las muestras en campanas de flujo laminar vertical (Nu-437-400E, NUAIRE),
asi como el uso de material autoclavado y esterilizado con etanol 70 % antes de utilizarlo.

4.3.1 Medios de cultivo

Para el cultivo de las células se utiliz6 DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco)
suplementado con 10 % de suero fetal bovino (FBS) para favorecer el crecimiento y la adhesion
celular. Para el mantenimiento de la linea celular, la concentracién de glucosa en el medio era
25 mM (4,5 g/L) y durante el tratamiento con AZT la concentracion de glucosa era 5 mM (1 g/L)
para asemejar las condiciones al estado fisiolégico de la célula in vivo. Ademads, en ningln caso
se utilizaron antibidticos puesto que, dado el origen endosimbiético de las mitocondrias a partir
de las bacterias, los antibidticos podrian interferir en la fidelidad de los resultados.

Para el tratamiento con AZT se preparé medio DMEM 5 mM de glucosa y 10 % FBS con dos
concentraciones finales de AZT, 5 uM y 50 uM. Las concentraciones de farmaco utilizadas fueron
elegidas y adaptadas en funciéon de la dosis administrada a los pacientes actualmente. (12)

Todos los medios de cultivo se conservan en refrigeracién y es necesario atemperarlos a 37 °C
15 min antes de su uso.

4.3.2 Congelacion y descongelacion de células

Para la congelacién celular se utilizaron criotubos, en cada uno se introdujo 1 mL de la
suspension celular a la concentracién celular deseada, en este caso 2.000.000 células. Ademas,
se suplementoé con FBS hasta un 20 % y un 10 % de dimetilsulféxido (DMSO) que actua como
crioprotector y evita la formacidn de cristales de hielo que dafian las membranas celulares.
Inmediatamente se introdujeron los tubos en el Mr. Frosty. Dicho recipiente, contiene
isopropanol que permite la disminucién gradual de la temperatura de 1 °C/min durante las 24 h
gue se almacenan las muestras en el congelador a - 80 °C. Posteriormente, si se desea conservar
las muestras durante un largo periodo de tiempo, se almacenan en un contenedor de nitrégeno
liqguido a - 196 °C.

Para la descongelacién de células, se resuspendié con pipeta Pasteur el contenido del criotubo
en 4 mL de medio DMEM 25 mM de glucosa contenidos en un tubo Falcon para que la
descongelacion de las células sea progresiva. Posteriormente, se centrifugé durante 5 min a
1400 r.p.m. (Allegra X-22, Centrifugue Beckman Coulter) y el pellet se resuspendié en medio
fresco y se inoculd en una placa para su cultivo. La centrifugacidn tras la descongelacién es
importante porque el sobrenadante contiene DMSO que resulta téxico para las células vivas.



4.3.3 Mantenimiento de las lineas celulares

Como se trabajé con células adherentes, se llevé a cabo un proceso de tripsinizacién para
proceder a su subcultivo cuando las células alcanzaban la confluencia méxima. Para ello se retird
el medio y se lavaron las células con tampdn fosfato salino (PBS) (Ref: 10010-015, Gibco).
Posteriormente, se incubaron con TryPLE (Ref: 12604-013, Gibco) durante unos minutos ya que
contiene tripsina y ayudd a que las células se levantasen de la superficie de la placa, gracias a la
rotura de las proteinas de adhesién de la membrana, y quedasen en suspension. La accidn del
TryPLE se detuvo con la adicion de medio DMEM 25 mM de glucosa y 10 % FBS y se recogieron
las células en suspension en un tubo Falcon.

Dicho recipiente, se centrifugé 5 min a 1400 r.p.m.y se deseché el sobrenadante ya que contiene
TryPLE. El pellet se resuspendié en medio fresco y se inoculd en la placa nueva en la que
previamente se habia anadido el volumen adecuado de medio para el crecimiento celular.

El subcultivo se incubd a 37 °C con humedad al 90 % y un 5 % de CO; (Nuaire® DHD AutoFlow).
Se fue observando el crecimiento celular a lo largo de los dias y cuando se considerd necesario
se cambié el medio o se doblaron para continuar con el mantenimiento de la linea celular.

Ademas, la suspensidn celular obtenida tras la centrifugacion del Falcon puede ser utilizada para
la congelacidn de células o para su recuento.

4.3.4 Recuento celular

Para el recuento celular se utilizé el método del azul tripdn. Se cogié una alicuota de suspension
celular y se mezclé con azul tripan en una proporciéon 1:1. Se homogenizé y se colocé en la
camara para, haciendo uso de un contador automatico (Countless Il, Life Technologies), obtener
los datos de viabilidad y recuento celular. Se tomaron los datos de dos medidas y se hizo la media
aritmética.

Se utilizé el método del azul tripdn porque dicho colorante penetra en las células que tienen su
membrana plasmatica dafiada y, por tanto, no son viables. Las células tefiidas de azul seran
células muertas y asi es como serdn distinguidas de las viables por el contador automatico.

4.3.5 Tratamiento con AZT

Se realizé previamente una prueba de nimero de células sembradas en cada pocillo con el fin
de valorar el crecimiento celular en dicha superficie en relacion con el tratamiento
farmacoldgico y se disefid el experimento como se indica en la Tabla 1. Dado que el tratamiento
con AZT se extendid a lo largo de 72 h, se consideré importante tener en cuenta el tamafio de
cada tipo celular para no llegar a la confluencia maxima del cultivo. Se sembraron las células en
medio DMEM 5 mM de Glucosa.



Tabla 1. Diseio del experimento de tratamiento con AZT para cada tipo celular.

Objetivo Numero de células Tipo de Replicados
sembradas placa por condicion
SH-SY5Y | Pellets celulares 250.000 células/pocillo 6 pocillos 3
Toxicidad 5.000 células/pocillo 96 pocillos 8
mitocondrial
MEF Pellets celulares 100.000 células/pocillo 6 pocillos 3
Toxicidad 1.000 células/pocillo 96 pocillos
mitocondrial

A las 24 h, se cambid el medio y se sustituyd por el de tratamiento. Se establecieron tres
condiciones: Control, AZT 5 uM, AZT 50 uM. Se debe tener en cuenta que en el control el cambio
de medio se lleva a cabo con DMEM 5 mM Glucosa Unicamente. Se efectud un cambio de medio
a las 48 h desde el inicio del tratamiento.

Trascurridas 72 h de cultivo con AZT, se pone fin al tratamiento y se continua con los siguientes
ensayos en funcién de cudl sea el objetivo.

4.3.6 Obtencién de pellets celulares

Tras el tratamiento se recogieron las células. Se elimind el medio de cada pocillo y se tripsinizé
como se indica en el apartado 4.2.3. El contenido de cada uno de los pocillos se centrifugé en
un tubo Falcon 5 min a 1400 r.p.m. y el pellet obtenido se resuspendié en PBS para eliminar
posibles restos de medio y se paso a un Eppendorf. Posteriormente, cada uno de los Eppendorf
se centrifugd durante 4 min a 5000 r.p.m. (Minispin Plus, Fisher Scientific) y se retiré todo el PBS
sobrante. Los pellets celulares obtenidos se conservaron a - 80 °C.

4.4 Estudio de la funcion mitocondrial

4.4.1 Ensayo de viabilidad y cantidad de ATP mitocondrial

Para la medida de la viabilidad celular tras el tratamiento, en placas de 96 pocillos de fondo
blanco, se utilizé el reactivo CellTiter-Fluor reagent (G6081, Promega). En este caso se mide la
actividad proteasa de las células vivas lo que sirve como biomarcador. Se utiliza un sustrato
fluorogénico péptidico (Gly-Phe-AFC) que es capaz de permear en las células y, una vez sufre la
actividad proteasa, generar una sefial fluorescente proporcional al nimero de células vivas.

Se elimind el medio de los pocillos y se afiadieron 200 pL del reactivo de viabilidad. Tras la
incubacién de las placas 30 min en estufa a 37 °C se midié la fluorescencia (Ex: 380 nmy Em: 520
nm) utilizando el lector de placas Novostar (BMG-Labtech) y se obtuvieron los datos.
Posteriormente se lavaron los pocillos con PBS y se inicid el ensayo de cantidad de ATP
mitocondrial producido.

Para la evaluacion de la cantidad de ATP producido se preparé medio DMEM free (sin glucosa ni
piruvato) con Piruvato 1 mM y 2-Deoxiglucosa 5 mM en un volumen final de 10 mL. Resulta
importante utilizar dicho medio para inhibir la produccién de ATP por la via glucolitica y obtener



resultados del producido en la mitocondria. Para ello inhibiremos la hexoquinasa (enzima
participante en esta ruta) mediante el uso de 2-deoxiglucosa.

Se afiadieron 100 puL en cada pocillo del medio de reaccién, se incubé 2 h en estufa y se
afiadieron 100 uL CellTitter-Glo® Luminescent Viability Assay (G7571, Promega). Este reactivo
provoca la lisis celular y la transformacidn de luciferina y oxiluciferina la cual es fluorescente en
funcién de la cantidad de ATP existente. A mayor fluorescencia, mayor nimero de células vivas
y mayor cantidad de ATP producido. Se dejé incubar 10 min a temperatura ambiente y se midio
de la misma forma que para el ensayo de viabilidad anterior.

4.4.2 Ensayo de produccion de especies reactivas de oxigeno

Tras el tratamiento, se elimind el medio de cada pocillo de una placa de 96 pocillos negra y se
afiadieron 200 pL de MitoSOX® a una concentracion final de 5 uM (M36008, Invitrogen). Se trata
de un derivado del dihidroetidio que se dirige especificamente a las mitocondrias de las células
vivas y es oxidado a superdxido conduciendo a la formacidn de 2-hidroxietidio que es retenido
por las mitocondrias y tiene fluorescencia roja. Tras 10 min de incubacién a temperatura
ambiente y oscuridad, se lavaron los pocillos tres veces con PBS y se midié la fluorescencia en el
lector de placas Novostar (BMG-Labtech) (Ex: 510 nm y Em: 580 nm).

Para normalizar los resultados frente al nimero de células vivas, se afiadié Hoechst 33342
(Thermo Scientific) a una concentracion final de 20 uM. Es un colorante fluorescente que se une
al DNA de las células vivas. Se dejé incubar 5 min a temperatura ambiente, se lavd con PBS y se
volvieron a realizar las mediciones.

4.4.3 Ensayo de potencial de membrana mitocondrial

Se elimind el medio de una placa de 96 pocillos y se afiadieron 100 ulL del reactivo previamente
preparado que contiene MITO-ID, agua destilada y buffers pertenecientes al kit (MITO-ID®, ENZ-
51018-K100, Enzo lifescience toxicity kit). Dicho protocolo se basa en la tincidn en naranja de las
mitocondrias y verde en del citosol si tenemos un alto potencial mitocondrial, si no es asi, las
mitocondrias no mostrardn fluorescencia naranja.

Se dejé incubar 30 min en oscuridad y se midi6 la fluorescencia en el lector de placas Novostar
(BMG-Labtech) (Ex: 550nm y Em:580nm).

Posteriormente se hizo la medida con Hoechst 33342 del mismo modo que en el ensayo de
produccién de ROS (Apartado 4.3.2).

4.5 Biologia molecular

4.5.1 Extraccion de DNA

El material de partida para la extracciéon de DNA fueron pellets de cada una de las lineas celulares
utilizadas durante el trabajo final de grado, SH-SY5Y y MEF inmortalizadas.

Se utilizé un Kit de extraccién de DNA para lisados celulares (Cell and Tissue DNA extraction Kit,
Biotools B&M) basado en una columna de afinidad y diferentes buffers. Finalmente se obtuvo
el DNA celular resuspendido tras la elucién de la columna con 40 uL de agua libre de DNAasas.
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4.5.2 Cuantificacion de DNA

Se utilizd un espectrofotometro Nanodrop (ND-1000 Spectophotometer, Thermo Scientific)
para medir la cantidad de DNA obtenido tras el tratamiento a partir de un pequefio volumen de
muestra. Dicho dispositivo se configurd para medir dcidos nucleicos, en concreto DNA, a 260 nm
y se establecié un blanco a partir de agua pura puesto que es el disolvente que se utilizé para
eluir la columna de extraccidn. Posteriormente se realiz6 la medicién de cada una de las
muestras y se obtuvo, ademas de la cantidad de DNA en ng/uL, los valores que indican la calidad
del material genético extraido. Estos se corresponden al cociente entre absorbancias y deben
estar entre unos niveles determinados para asegurar que las muestras no se encuentran
contaminadas, ni por proteinas ni por compuestos organicos (Azeo/230= 1,8-2 y Azso/280= 1,8-2,2).

4.5.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

El DNA extraido se sometio a la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar la
region D-loop del genoma mitocondrial en la cual se estudio la presencia de mutaciones tras el
tratamiento con AZT. Se tuvo en cuenta la presencia de tipos celulares diferentes a lo largo del
desarrollo del Trabajo Final de Grado, lo cual condiciond la presencia de cebadores diferentes
para la amplificacion de la region deseada en las diferentes secuencias, tanto de humano como
de raton.

- SH-SY5Y

En SH-SY5Y, la regidn D-loop comprende los siguientes nucleétidos: 1 al 576 y 16024 al 16569.
Los cebadores utilizados para la PCR fueron los que se encontraban puestos a punto en el
laboratorio y se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Cebadores utilizados para la amplificacién del D-Loop en SH-SY5Y. Tm: Temperatura de
hibridacion. En el nombre del cebador se detalla que es para mtDNA (mt) de humano (h), la cadena con
la que hibrida, ligera (L) o pesada (H) y la posicién del nucledtido situado en el extremo 3’ del cebador.

Cebador Secuencia Tm (°C) Tamaiio amplicon
hmtL15591 | Directo | 5° TTCGCCTACACAATTCTCCG- 3’ 65,8 1643 bp
hmtH626 | Reverso | 5'-TTTATGGGGTGATGTGAGCC-3’ 65,8

- MEF

En el caso de MEF, se realizé la puesta a punto de la PCR para este tipo celular mediante el
disefo de los oligonucledtidos (directo y reverso) para ambas hebras del DNA. Para ello se
obtuvo del NCBI la secuencia en formato FASTA de genoma mitocondrial de ratén de la cepa
C57BL/6J (NC_005089.1,(17)) y se disefiaron los cebadores (Tabla 3) teniendo en cuenta que el
D-loop en ratén comprende del nucledtido 15423 al 16299. El disefio se tiene que llevar a cabo
teniendo en cuenta que la longitud de los cebadores debe ser alrededor de 20 bases, la
temperatura de fusion (Tm), a la cual hibridan los oligonucleétidos en los sitios
complementarios, de cada uno no debe ser superior a 65 °C y que ademas la diferencia entre
ambas no debe ser superior a 5°C. Adicionalmente se hara el disefio teniendo en cuenta que en
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el extremo 3’ del oligonucledtido sea una C o una G para aumentar la robustez de la unioén al
DNA.

Tabla 3. Cebadores disefiados para la puesta a punto de la PCR del D-loop en ratén. En el nombre del
cebador se detalla que es para mtDNA (mt) de ratén (ms), la cadena con la que hibrida: ligera (L) o
pesada (H) y la posicion del nucleédtido situado en el extremo 3’ del cebador. Ademas, se detalla la
temperatura de hibridacién (Tm).

Cebador Secuencia Tm (°C) | Tamaiho
amplicon
msmtL15198 | Directo 5’-AACACCCATTTATTATCATTGGCC-3’ 62,9 1327 bp
msmtH202 Reverso | 5-TAAGCTATTTTAATGTGCTTGATACC-3’ 61
msmtL15198 Directo 5’-AACACCCATTTATTATCATTGGCC-3’ 62,9 1334 bp
msmtH109 Reverso | 5’-TTTTACCTCTAATTAATTATAAGGCC-3’ 58,5

La PCR se preparé en tubos Eppendorf de 200 L en un volumen total de 25 pL como se indica
en la Tabla 4. Se utilizaron diferentes enzimas segin el DNA a amplificar: Emerald (EmeraldAmp
GT PCR Master Mix, Takara) para ratéon y 2X Phusion Master Mix con buffer CG (Thermo
Scientific) para las SH-SY5Y.

Tabla 4. Disefio de PCR

Reactivo Volumen (pL) Concentracion final
2X Phusion Master Mix 12,5 uL 1X
EmeraldAmp GT PCR Master Mix
Cebador directo 25 uM 0,5 uL 5 uM
Cebador reverso 25 uM 0,5 uL 5uM
Muestra DNA Ajustar para cada muestra 100 ng / uL
H.0 Completar hasta 25 pL.

Ademas del analisis de las muestras deseadas, para cada PCR se preparé un blanco para detectar
la presencia de contaminacion de los reactivos en caso de que la hubiese y se afiadié también
una muestra Rho® para comprobar que se amplificaba el genoma mitocondrial.

Las muestras preparadas se colocaron en el termociclador (T3 thermocycler Biometra) utilizando
un programa con los ciclos de PCR indicados en la Tabla 5.

Tabla 5. Programa de PCR para secuenciacién utilizado en el termociclador. La Temperatura de
hibridacion (Tm) varia segun los cebadores empleados.

Temperatura (°C) Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 5 min 1
Desnaturalizacidn 94 45s 1
Hibridacién 66 0 64 30s 1
Extensidn 72 3 min 35
Extension final 72 5 min 1
Enfriamiento 4 5 min
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4.5.4 Preparaciony revelado del gel de electroforesis

Para comprobar la amplificacién del fragmento de secuencia deseado por PCR, se realizé una
electroforesis de los productos de PCR y su posterior analisis en el transiluminador.

Al trabajar con DNA se preparé un gel de agarosa al 1 % (p/v), para ello se preparé una disolucion
de 1 g de Agarosa en 100 mL de TBE 1X calentando en el microondas para conseguir que se
disuelva correctamente. A dicha disolucién se le ainadieron 6,5 uL de Bromuro de etidio en
campana, se colocd el peine que sirve de molde para los pocillos y se dejé solidificar.

Una vez gelificado, se colocé en la cubeta de electroforesis, se rellend la misma con tampdn TBE
1X y se cargaron 5 pL de cada muestra junto a 2 pL tampdn de carga (0,21 % (p/v) azul de
bromofenol, EDTA 0,2 M pH 8, 50 % (v/v) glicerol en agua pura) en cada pocillo. Se cargaron
todas las muestras, el blanco y el marcador de pesos moleculares de 8 Kb (Roche).
Posteriormente, se conectd la cubeta a la fuente de alimentacién y se corrid el gel durante 5 min
a 50V para comprobar que la muestra habia entrado en los pocillos y después se subid el voltaje
a 100 V. Una vez, el gel habia recorrido la distancia adecuada, se detuvo el paso de la corriente.

El resultado del gel de electroforesis se observé en el transiluminador (Gel Doc XR, Biorad).

4.5.5 Secuenciacion del producto de PCR

El producto de amplificacién se prepard para la secuenciacién, para ello se utilizé el reactivo
ExoSAP-IT ™ Express PCR product reagent (Thermo Fisher Scientific) el cual elimina el exceso de
cebadores y los nucledtidos no incorporados enzimdaticamente para que no interfieran en la
secuenciacion. 10 pL de muestra de amplificado se afiadieron a un tubo Eppendorf de 0,5 mL
junto a 4 pl de reactivo y se limpid el producto de PCR con el programa del termociclador que
se indica en la Tabla 6.

Tabla 6. Programa utilizado en el termociclador para la limpieza de los productos de PCR a secuenciar.

Temperatura (°C) Tiempo Numero de ciclos
Limpieza 37 4 min 1
Inactivacion 80 1 min 1
Enfriamiento 4

La secuenciacién se realizé por el método Sanger de manera externa en el servicio de
Secuenciacién de la unidad de Gendmica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Complutense de Madrid. Se enviaron las muestras junto a una hoja de peticién y los cebadores
utilizados (Tabla 7). Se recibié un archivo con la secuencia amplificada con cada uno de los
oligonucledtidos.
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Tabla 7. Oligonucledtidos utilizados para la secuenciacidn. En el nombre del cebador se detalla si es para
mtDNA (mt) de ratén (ms) o humano (h), La cadena con la que hibrida, ligera(L) o pesada (H) y la posicidn
del nucleédtido situado en el extremo 3’ del cebador.

Cebador Secuencia Muestra
hmtL15591 Directo 5’-TTCGCCTACACAATTCTCCG- 3’ DNA humano
hmtL16365 Directo 5'-GTCAAATCCCTTCTCGTCCC-3

hmtH626 Reverso 5’-TTTATGGGGTGATGTGAGCC-3’

msmtL15198 Directo 5’-AACACCCATTTATTATCATTGGCC-3’ DNA de raton
msmt L15422 Directo | 5- TGGTATTCTAATTAAACTACTTCTTG-3’
msmtH202 Reverso | 5-TAAGCTATTTTAATGTGCTTGATACC-3’

4.6 Herramientas bioinformaticas

- Sequencher: Software que permite el ensamblaje y anadlisis de secuencias de DNA en
formato ab.1. En cada uno de los proyectos permite comparar la secuencia consenso
con cada una de las muestras previamente secuenciadas con el objetivo de estudiar las
mutaciones generadas tras la exposicién al farmaco. Ademads, permite hacer una
limpieza de la secuencia mediante la funcidn “’trim ends” con el objetivo de optimizar la
comparacién utilizando Unicamente la regién del producto de secuenciacion en el que
la sefial es nitida.

- GraphPad Prism 5: software utilizado para el andlisis bioestadistico de los datos y su
representacién grafica. Como se trabajé con un nimero pequefio de muestras, se usd
el test de normalidad de Saphiro-Wilk. Los parametros estadisticos se estudiaron con el
test ANOVA y test Kruskal-Wallis, suponiendo diferencias significativas cuando el p-valor
< 0,05.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Estudio de la toxicidad celular

Una vez realizados los tratamientos y realizado el estudio de la toxicidad celular del AZT a través
de diferentes pardmetros mitocondriales, se relativizaron los datos frente al nimero de células
vivas. Para el andlisis de resultados se realizd la media del control de todos los replicados y se
referencid cada uno de los resultados a este para calcular el valor en porcentaje.

- Viabilidad Celular

El objetivo del estudio de la viabilidad celular fue obtener el porcentaje de células vivas
presentes para cada condicion. Tal y como se muestra en la figura 4 la viabilidad celular con
respecto a el control no ha encontrado diferencias significativas en ninguna de las dos lineas
celulares tratadas con el farmaco. En el caso de MEF se observa una tendencia a la disminucion
de la viabilidad en las condiciones de AZT 5 uM y 50 UM con respecto al control.
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Figura 4. Efecto del AZT sobre la viabilidad celular sobre las 2 lineas celulares y concentraciones en
estudio, SH-SY5Y (A) y MEF (B), Control (0 pM), 5 uM y 50 pM.

- Cantidad de ATP mitocondrial producido

La produccidn de ATP via OXPHOS depende directamente del estado de la mitocondria, por
tanto, al exponer las células al farmaco, en caso de que sea toéxico, la cantidad de ATP
producido disminuiria conforme aumenta la concentracién de AZT. Se debe tener en cuenta
que la produccién ATP se encuentra condicionada a que la célula se encuentre en
condiciones dptimas para poder producirlo, por tanto, se relativizaron los resultados en

funcién del nimero de células viables.
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Figura 5. Efecto del ATP sobre la produccion de ATP mitocondrial en las dos lineas celulares y
concentraciones en estudio, SH-SY5Y (A) y MEF (B), Se representan tres condiciones para cada linea
celular: control (0 uM), 5 uM y 50 uM.

La Figura 5 refleja que el efecto del AZT sobre la produccién de ATP en los MEF (B) es
negativo de forma que disminuye la produccién de ATP con la presencia de AZT de forma
significativa. En las SH-SY5Y (A) la diferencia no es significativa.
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- Produccién de Especies Reactivas de Oxigeno

En el andlisis de resultados basados en la produccién de ROS se debe tener en cuenta que
estas son producidas en la mitocondria y es fundamental mantener un equilibrio para lograr
el buen funcionamiento del organulo evitando el estrés oxidativo que provoca una excesiva
produccién de ROS. El objetivo es estudiar si la exposicion de las dos lineas celulares al AZT
suponer una alteracién que condujese a una situacién de estrés oxidativo y, por tanto,
produccién de ROS. Como se observa en la figura 6 la exposicidn de las dos lineas celulares
al tratamiento con AZT no ha resultado en diferencias significativas en la produccién de ROS.
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Figura 6. Efecto del ATP sobre la produccién de ROS mitocondrial en las dos lineas celulares y
concentraciones en estudio, SH-SY5Y (A) y MEF (B), Se representan tres condiciones para cada linea
celular: control (0 uM), 5 uM y 50 uM.

- Potencial de membrana mitocondrial

Del mismo modo, un defecto en la ETC causado por la toxicidad del AZT daria lugar a la
alteracion del potencial de membrana mitocondrial, sin embargo, como se observa en la
Figura 7 no hay alteracion significativa en las pruebas realizadas en las SH-SY5Y.
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Figura 7. Efecto del ATP sobre el potencial de membrana mitocondrial en SH-SY5Y. Se representan tres
condiciones para cada linea celular: control (0 uM), 5 uM y 50 uM.

Tras el andlisis de datos correspondientes a los diferentes parametros que podrian resultar
afectados por la toxicidad del farmaco, no se observan diferencias significativas con respecto al
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control en la mayoria de los casos. Es apreciable que, en el caso de MEF, la tendencia a la
diminucion de la viabilidad celular (Figura 4B) y aumento de la produccién de ROS (Figura 6B)
junto a una significativa menor produccion de ATP mitocondrial (Figura 5B) podrian indicar una
alteracién de la funcién mitocondrial para este tipo celular.

Varios autores han encontrado alteraciones en los niveles y funcién de los diferentes complejos
de la ETC durante tratamientos mas prologados en el tiempo con el fdrmaco, tanto en cultivos
celulares como en modelos animales y pacientes (18-20). Este hecho sugiere que la exposicion
al fdrmaco durante 72 h y concentraciones 5 UM y 50 uM no compromete significativamente la
actividad mitocondrial de las células, pero no afirma la ausencia de alteracién de la funcién
OXPHOS por parte del AZT.

5.2 Estudio de la mutagenicidad

5.2.1 Extraccion de DNA

Tras el cultivo celular y exposicién al farmaco como se indica en el apartado 4.2.5 de materiales
y métodos, se extrajo el DNA. Las concentraciones medias de los tres replicados obtenidos en
ambas lineas celulares se detallan en la Tabla 8. Los parametros de calidad Azso/280 Y A260/230 S€
encontraban dentro de los establecidos para considerarse dptima para su posterior uso. En
ambos casos, en las muestras tratadas con AZT se observa una tendencia de disminucion de la
concentracién de DNA conforme se aumenta la concentracién de farmaco. Para poder confirmar
la relacion entre la exposicion al AZT y la disminucion de la cantidad de DNA, seria necesario
realizar ensayos mas concretos basados en la concentracién de DNA nuclear y mitocondrial en
referencia a la cantidad de células vivas presentes en la muestra.

En este momento se comenzé a utilizar las muestras de DNA procedentes de cerebro de ratén,
la extraccion y cuantificacidon del material genético ya se habia realizado con anterioridad.

Tabla 8. Concentracién media del DNA de SH-SY5Y y MEF extraido tras el tratamiento.

Concentracion media DNA Concentracion media DNA
SH-SY5Y (ng/uL) MEF (ng/uL)
CONTROL (CT) 238,0 284,5
AZT 5 uM 201,2 109,6
AZT 50 uM 144,3 89,2

5.2.2 Amplificacion mediante PCR de la regién D-loop

- Puesta a punto de la amplificacion D-loop en genoma mitocondrial murino

Con el objetivo de poner a punto la PCR del D-loop en el mtDNA de ratdn, se llevé a cabo la
amplificacion por PCR del D-loop del DNA extraido de MEF sin exposicién al farmaco (174,8
ng/uL, Azsos280= 1,98 Azeo/230= 2,25).

Se probaron tres temperaturas de hibridacién (Tm) en funcidn de las Tm de los oligonucleétidos
disefados. Las temperaturas ensayadas fueron 58, 60 y 64 °C. Ademads, se debe tener en cuenta
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que se disefiaron dos cebadores reversos con el objetivo de elegir la combinacién con la que se
obtuviese una mayor intensidad de banda en el gel de electroforesis.

A mayor temperatura de hibridacién, mayor especificidad de reaccién dado que las altas
temperaturas dificultan la unién entre el cebador y la cadena molde y solo se uniran si existe
una complementariedad total, lo que resulta complicado. Por otra parte, si la temperatura es
muy baja, encontraremos poca especificidad y por tanto poca hibridacidn entre la hebra molde
y el oligonucledtido y la PCR no podra llevarse a cabo.

Es por ello que solo se preparo blanco a modo de control a 58 °C. Ademas, se utilizé una muestra
de DNA de una linea celular de Rho® la cual es carente de mtDNA, para comprobar que
Unicamente se secuencia el genoma mitocondrial.

3639

2799

1883

1515
1482

1164
992

Figura 8. Gel de electroforesis de la puesta a punto de la PCR de la region D-loop en DNA de MEF. Las
combinaciones de oligonucledtidos y temperaturas utilizadas se detallan en la figura siendo 1: L15198
+ H109, 2: L15198 + H202, a: 58 °C, b: 60 °C y C: 64 °C. M: marcador de pesos moleculares (8 kb). B:
Blanco y R: Rho®.

Como se observa en la Figura 8 solo resultd exitosa la amplificacién con L15198 y H202. Se
obtuvo amplificacion a las tres temperaturas, por lo tanto, dado que a mayor temperatura,
mayor especificidad en la hibridacion, se eligié 64 °C como temperatura de hibridacion para
llevar a cabo la PCR del D-loop del DNA de los fibroblastos y muestras de cerebro de ratén
expuestos al AZT.

- Lineas celulares, SH-SY5Y y MEF

Tras correr el gel de electroforesis con los productos de amplificacién de la PCR de ambas lineas
celulares, los resultados se muestran en las figuras 9 y 10, Se puede observar que en ambos
casos no se observan bandas inespecificas, se ha obtenido amplificado de todas las muestras y
que dicha banda se situa entre las bandas de 1515 y 1882 kb del marcador de 8 kb siendo el
tamafio del amplicén 1643 bp para SH-SY5Y y entre las bandas de 1482 y 1164 kb siendo el
tamafio del amplicén 1327 bp para MEF.
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1164
Figura 9. Gel de electroforesis tras la amplificacion por PCR del D-loop de SH-SY5Y tras el tratamiento.

Se muestran, de izquierda a derecha, el marcador de pesos moleculares de 8 kb (M), asi como los
controles (Cl, Cll, Cll), AZT 5 uM (51, 5Il, 5111), AZT 50 uM (50I, 5011, 501Il) y Blanco (B).

1953

1953&

1882
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1664

Figura 10. Gel de electroforesis tras la amplificacién por PCR del D-loop de MEF tras el tratamiento.
Se muestran, de izquierda a derecha, el marcador de pesos moleculares de 8 kb (M), asi como los
controles (Cl, Cll, Cll), AZT 5 uM (5I, 511, 5111), AZT 50 uM (50I, 5011, 50111) y Blanco (B).

- Muestras de cerebro de ratones expuestos al AZT

El producto de amplificacién por PCR de las muestras de DNA de ratén se corrié en un gel de
electroforesis y se comprobd que en todas las muestras se habia obtenido amplificado y que
este tiene el tamafio deseado tal y como se indica en la figura 11.

1953
1953.1882

18829515
1282

1664
Figura 11. Gel de electroforesis de 10 de las 40 muestras de las que se amplificé por PCR el D-loop a
partir de DNA extraido de cerebro de ratdn. Se muestra, de izquierda a derecha, el marcador de pesos
moleculares de 8 kb (M). El nimero identificativo de cada muestra comienza con M en el caso de que
fuese un macho o por H si era una hembra y termina con a: Vehiculo, b: AZT 2,5 uM, c: AZT 5 uM, d:
Uridina, e: AZT+ Uridina.

5.2.3 Secuenciacién

El objetivo de la secuenciacién del producto de PCR era la comparacién de esta misma con la
secuencia consenso depositada en las bases de datos para cada uno de los genomas
mitocondriales, humano y de ratén. Asi al ensamblar las dos secuencias en Sequencher®
aparecen irregularidades, que pueden ser posibles mutaciones, pero que deben ser
contrastadas con la sefial obtenida en el electroferograma puesto que pueden ser fallos de
sefial.
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- SH-SY5Y

La secuencia consenso utilizada con la cual se compararon las secuencias de cada una de las
muestras pertenecia al genoma mitocondrial humano (NC_012920.1,(17)), y no al de la linea
celular SH-SY5Y. Tras el andlisis, se encontraron dos cambios de base (Figura 13): m.263 A>G
(21) y m.16523 T>C. Ambos se encontraron en todas las muestras, tratadas y no tratadas con
AZT. Ademas, en torno a la posicién 303 y hasta la 319 se encontré una region poli C (Figura 12)
que presentd heteroplasmia de longitud. Esta uUltima puede encontrarse relacionada con el
medio de deteccidn utilizado y las diferencias en la secuenciacion entre muestras. (22)

mtDNA humano : : . "
Amplificado D-loop SH-SYSY CT ¢ oCcCcoCoCoo

=4]
[=F]
=]
2|y
=
=l
2|
2|y
=l

Figura 12. Resultado del andlisis de secuencia de la muestra CTl de SH-SY5Y. Se muestra la regidn poliC
comprendida entre los nucleétidos 303 y 319 con heteroplasmia de longitud en el D-loop secuenciado a
partir de DNA de SH-SY5Y control (CT), sin exposicidn al AZT, comparada con la secuencia del mtDNA
humano. Cédigo de colores de las bases: Citosina (C): Azul y Timidina (T): rojo.

A. B
mtDNA humano CAGCCACTTITCCACACR CITCAGGGUCATARRG
D-loop SH-SYSY CT CAGCCECTTTCCRCACR CITCRGGEUCATRRARG
GC C G C T T T C G G GC C A T A A
GC C G C T T TTC G G GC C A T A A
243 16523

Figura 13. Resultado del andlisis de secuencia de la muestra CT de SH-SY5Y. Se muestran dos
fragmentos de la comparacion entre la secuencia consenso (mtDNA humano) y el D-loop
secuenciado de la muestra control (CT). Se detallan las mutaciones m.263 A>G (A) y m.16523 T>C
(B). Cédigo de colores de las bases: Citosina (C): Azul, Timina (T): rojo, Guanina (G): Negro, Adenina
(A): verde.

- MEF

Para este tipo celular, al llevar a cabo el estudio de las mutaciones por comparacidn de secuencia
se encontrd una mutacién comun a todas las muestras por lo que no se relaciona con la toxicidad
del AZT, sino como una mutacion presente en la linea celular utilizada. Se trata de m.15951delG
(Figura 14).
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mtDNA murino C57BL/6)J
Amplificado D-loop MEF CT

ALYS.

Figura 14. Resultado del analisis de secuencia de la muestra CT de MEF. Se muestra un fragmento de
la comparacion de secuencia entre la secuencia consenso (mtDNA murino C57BL/6J) y el D-loop
secuenciado de la muestra CT. Se detalla m.15951delG.

- Muestras procedentes de cerebro de ratén

En el andlisis de mutaciones tras la exposicidon prenatal al AZT de los ratones no se han
encontrado alteraciones, al igual que no han encontrado otros autores mutaciones puntuales
tras el estudio del efecto a largo plazo de diversos NRTIs sobre neuronas corticales de ratones,
entre los que se encontraba el AZT. (23)

Dichos resultados que indican que el AZT es seguro a largo plazo se complementan con los
estudios que se estan realizando en el laboratorio para este mismo farmaco en los cuales
tampoco se ve ningun efecto negativo.

En algunas de las muestras no se ha llegado a obtener una sefial de secuenciacién dptima que
permita comparar toda la longitud del D-loop con la secuencia consenso. Queda pendiente como
trabajo futuro el disefio de nuevos oligonucleétidos de secuenciacién o volver a secuenciar los
productos de PCR de dichas muestras.
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CONCLUSIONES

Se consiguio establecer las condiciones adecuadas y oligonucleétidos a utilizar para la
amplificacion del D-loop en DNA murino mediante la puesta a punto de la PCR en MEF.

Se determind que el tratamiento de las células con AZT durante 72 ha 5 uM y 50 pM,
tras el andlisis de la funcién mitocondrial, no provoca alteraciones significativas de la
funcién mitocondrial en la mayoria de los casos. Esto da indicios de que una exposicion
prenatal al farmaco seria segura para el individuo en las concentraciones estudiadas.

No se encontraron mutaciones en el D-loop relacionadas con la exposicién al AZT a
ninguna de las dos concentraciones ensayadas de las células (SH-SY5Y y MEF), ni de las
muestras de cerebro de ratdn. Sin embargo, y dada la longitud del genoma mitocondrial,
seria interesante estudiar la mutagenicidad en el genoma mitocondrial entero para
comprobar si alguna de las mutaciones que causa en la regién codificante da lugar a un
fallo que resulta en una patologia. Ademas, seria interesante disefiar otros ensayos de
tratamiento con el fdirmaco donde se estudiasen otro tipo de parametros mitocondriales
tales como el nimero de copias de mtDNA o aspectos epigenéticos.

Cabe destacar, que nos hemos centrado Unicamente en el analisis de mutagenicidad en
las células vivas adheridas al pocillo tras la exposicidn al AZT, pero se deberia tener en
cuenta que cuando se realizan cambios de medio durante el tratamiento, se descartan
las células no viables que quedan en suspensién. Estas ultimas podrian haber alcanzado
un nivel tan alto de mutaciones que provocase fallos en el metabolismo celular que
comprometiesen su viabilidad y seria importante analizarlas.

CONCLUSIONS

It was possible to establish the suitable conditions and primers used in D-loop
amplification of murine samples by PCR fine-tuning in MEF.

AZT did not result toxic to cells exposed to 5 uM and 50 pM during 72 h. After the
mitochondrial function analysis, there was not significative evidence of alterations.

Mutations in D-loop region related to AZT exposition were not found at either
concentration in cell lines (SH-SY5Y and MEF) and murine brain samples. Nevertheless,
mtDNA has many other regions that would be interesting to study in order to know if
there are any mutations that results in pathological states. Moreover, it would be
interesting to deepen other mitochondrial aspects such as the number of mtDNA copies
or epigenetics.

It is worth noting that we have only analyzed the mutagenicity caused in live cells
attached to the well after AZT exposure. It should be taken into account that non-viable
cells are discarded during medium changes along the treatment and they could have
acquired mutatition.
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