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Abreviaturas empleadas

e FBI: Fibroblastos Humanos Inmortalizados

e OXPHOS: Fosforilacion oxidativa.

e TSFM: Factor de elongacion de traduccion mitocondrial Ts
e ATP: Adenosin trifosfato

e DNAmt: DNA mitocondrial

e DNAn: DNA nuclear

e DMEM: “Medio Eagle modificado de Dulbecco”

e FBS: Suero fetal bovino (Fetal Bovine Serum, en inglés)
e HPLM: Medio similar al plasma Humano.

e RPMI: Medio Roswell Park Memorial Institute.

e ECAR: Tasa de acidificacion extracelular media

e OCR: Tasa de consumo de oxigeno

e TFAM: Factor de transcripciéon mitocondrial A

e PUFA: Acidos grasos polinsaturados

e EPA: Acido eicosapentaenoico

e DHA: Acido docosahexaenoico
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1. Resumen

Las mitocondrias son esenciales para la produccion de energia en forma de adenosin trifosfato
(ATP) mediante la fosforilacion oxidativa (OXPHOS). La funcion mitocondrial depende de la correcta
operacion del sistema OXPHOS, crucial para la produccion de ATP y la regeneracion de NAD+ a partir
de NADH. Sin embargo, los medios de cultivo convencionales no reflejan las concentraciones
plasmaticas de metabolitos, afectando la biogénesis mitocondrial y la funcion del OXPHOS. Este
estudio analiza la influencia de los medios de cultivo en la funcién mitocondrial mediante una revision
bibliografica y una parte experimental. La revision destaca la importancia de la concentracion de glucosa
y suero fetal bovino (FBS), la suplementacion con uridina y piruvato, y el uso de medios fisiologicos
como Plasmax y HPLM. Por ejemplo, la uridina y el piruvato restauraron la actividad metabodlica en
fibroblastos con disfuncion OXPHOS y mejoraron la supervivencia en modelos animales. En la parte
experimental, se cultivaron dos lineas de fibroblastos humanos inmortalizados (una control y una con
mutacion en TSFM) en medios con diferentes concentraciones de glucosa (25 mM y 5 mM) y FBS (10%
y 2,5%). Se evaluo el efecto de los medios en parametros como el crecimiento y la morfologia celular y
mitocondrial, incluyendo la produccion de ATP. Los resultados mostraron que el tipo de medio influye
significativamente en el crecimiento celular, destacando que la concentracion de FBS tiene un mayor
impacto que la de glucosa. Ademas, al comparar el control con el mutante, se observo que la reduccion
de glucosa y/o FBS alter6 fenotipos como la tasa de crecimiento celular. Se concluye que, aunque los
medios de cultivo proporcionan un ambiente dptimo para el crecimiento celular, no reflejan condiciones
fisioldgicas, lo que puede enmascarar fenotipos presentes en pacientes y afectar la interpretacion de los

estudios celulares.
Abstract:

Mitochondria are essential for the production of energy in the form of adenosine triphosphate
(ATP) through oxidative phosphorylation (OXPHOS). Mitochondrial function depends on the proper
operation of the OXPHOS system, which is crucial for ATP production and the regeneration of NAD+
from NADH. However, conventional culture media do not reflect plasma metabolite concentrations,
affecting mitochondrial biogenesis and OXPHOS function. This study analyses the influence of culture
media on mitochondrial function through a literature review and an experimental component. The
review highlights the importance of glucose and fetal bovine serum (FBS) concentrations,
supplementation with uridine and pyruvate, and the use of physiological media such as Plasmax and
HPLM. For example, uridine and pyruvate restored metabolic activity in fibroblasts with OXPHOS
dysfunction and improved survival in animal models. In the experimental part, two lines of immortalized
human fibroblasts (one control and one with a TSFM mutation) were cultured in media with different

glucose (25 mM and 5 mM) and FBS (10% and 2.5%) concentrations. The effect of the media on
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parameters such as cellular and mitochondrial growth and morphology, including ATP production, was
evaluated. The results showed that the type of medium significantly influences cell growth, with FBS
concentration having a greater impact than glucose concentration. Additionally, when comparing the
control with the mutant, it was observed that the reduction of glucose and/or FBS altered phenotypes
such as the rate of cell growth. It is concluded that, although culture media provide an optimal
environment for cell growth, they do not reflect physiological conditions, which can mask phenotypes

present in patients and affect the interpretation of cellular studies.

2. Introduccion

Las mitocondrias son organulos presentes en el citoplasma de las células eucariotas y son las
encargadas de realizar multiples funciones como la homeostasis del calcio (1-3), la beta oxidacion de
acidos grasos, entre otros. Pero la principal funcién es la produccion de energia en forma de adenosin
trifosfato (ATP) (2,4), mediante el sistema de fosforilacién oxidativa (OXPHOS) (2). Este sistema
consta de cuatro complejos enzimaticos de la cadena de transporte de electrones, llamados complejos I-
IV, y dos transportadores moviles de electrones (Fig. 1), que, al transferir electrones hasta el oxigeno
molecular, generan un gradiente de protones entre la membrana mitocondrial interna y el espacio
intermembrana, que actia como una fuerza motriz para la sintesis de ATP, gracias a la ATP sintasa
(complejo V). El ATP generado se transloca al citoplasma, donde proporciona energia quimica para una
variedad de procesos celulares (5). Ademas de la funcidon energética, el sistema OXPHOS es vital en el
mantenimiento del equilibrio redox celular mediante la preservacion de un alto equilibrio
NAD+/NADH, que a su vez son cofactores de numerosas reacciones metabolicas (6). Por lo tanto, la
disfuncion de OXPHOS también tiene impacto indirecto pero importante en numerosas reacciones

metabolicas celulares que dependen de esos cofactores.

Figura 1 Representacion de una parte de la estructura mitocondrial y la posicion de este orgdnulo en la célula eucariota.
Fuente: (5)
Otra caracteristica distintiva de las mitocondrias es la posesion de un genoma propio, conocido
como DNA mitocondrial (DNAmt), que difiere del DNA nuclear. Se trata de un genoma circular de 16,6
kb (2) que contiene 37 genes, de los cuales solo 13 codifican proteinas del sistema de fosforilacion

oxidativa (OXPHOS) (7). Las, al menos, 70 proteinas del sistema OXPHOS restantes (2), son
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codificadas por el genoma nuclear (DNAn) y deben ser translocadas dentro del organulo, lo que subraya

la interdependencia entre ambos genomas para el 6ptimo funcionamiento mitocondrial.

La disfuncién o enfermedad mitocondrial se definen como los “trastornos de la generacion de
energia que afectan directa o indirectamente la produccion de ATP a través del sistema de fosforilacion
oxidativa (OXPHOS)” (7) y se originan por la presencia de mutaciones en el DNA mitocondrial
(DNAmt) o en genes nucleares, en algunos casos con la influencia adicional de factores externos como
drogas o toxinas. Estas alteraciones pueden presentarse a cualquier edad en asociacion con una gran
heterogeneidad clinica, con sintomas que afectan a un solo 6rgano o tejido, o afectacion multisistémica.
La heteroplasmia, donde coexisten copias del DNAmt mutante y otras copias sin la mutacion en las
células, contribuye a esta diversidad clinica. No existe cura para la disfunciéon mitocondrial que sufren

la gran mayoria de los pacientes con enfermedad mitocondrial (2).

Existen diferentes indicadores que se pueden medir para analizar la funcién mitocondrial. Uno
de ellos es la tasa de consumo de oxigeno (OCR, en ingles Oxygen Consumption Rate), puesto que el
oxigeno celular se consume principalmente en la produccion de ATP mediante el sistema OXPHOS.
Otro indicador podria ser precisamente la propia produccion de ATP mitocondrial. Finalmente, la
integridad del sistema OXPHOS se puede analizar mediante medidas de la actividad enzimatica de los
complejos [-V o incluso analizando los niveles de subunidades de los complejos (mediante electroforesis

y western blot) (8).

Para validar nuevas mutaciones (tanto en el DNAn o DNAmt) como causantes de una

enfermedad mitocondrial, se utilizan diferentes modelos celulares resumidos en la siguiente imagen:
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Figura 2: Modelos para estudiar las enfermedades mitocondriales. Fuente: (7)
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Como se observa en la imagen, algunos de las modelos celulares comtinmente utilizados en la
investigacion de las enfermedades mitocondriales son los cibridos trasmitocondriales y las células madre

pluripotentes inducidas (iPSCs).

Los cibridos se crean fusionando un tipo de células del donante como las plaquetas (carentes de
nucleo, pero con DNAmt) con una linea celular a la que se le ha desprovisto de DNAmt (células Rho0)
(9). Esto permite estudiar como las mutaciones en el DNA mitocondrial afectan la funcion celular en
distintas lineas celulares que comparten el mismo fondo genético nuclear y son crecidas en las mismas

condiciones.

Mientras que la técnica de iPSCs, consiste en reprogramar las células somaticas mutadas del
paciente o de los controles en iPSC, mediante la introduccioén de cuatro "factores Yamanaka": Oct3/4,
Sox2, c-Myc y Klf4 (3). Por lo tanto, se obtienen tanto las iPSC derivadas del paciente o controles sanos
(en el caso de mutaciones en el DNAn, iPSC derivadas de pacientes se pueden corregir mediante
herramientas de edicion genomica (CRISPR/Cas), eliminando la mutacion patoldgica y por lo tanto
generando controles genéticamente idénticos al paciente) y se diferencian en distintos tipos de células
diana. Esto permite investigar la fisiopatologia de los mismos 6rganos afectados en los pacientes y

desarrollar enfoques de intervencion terapéutica para estas enfermedades (3).

Un aspecto crucial en la investigacion de la funcion mitocondrial son los medios de cultivo. En
general, las composiciones de estos medios no se asemejan a las del plasma humano y se sabe que la
concentracion de diferentes metabolitos en estos medios influye en la biogénesis mitocondrial y la
funcién de la fosforilacion oxidativa (OXPHOS) (10). Se ha demostrado que incluso una pequeiia
variacion del medio de cultivo, como es la modificacién de un s6lo componente, puede conllevar
cambios drasticos en el metabolismo celular (11-13). Por ejemplo, un aumento en la concentracion de
glucosa del medio de cultivo de 5.5 a 30 mM (respecto a 4 — 5,4 mM que hay en el plasma) disminuye
significativamente el potencial de membrana mitocondrial interna, el consumo de oxigeno, el nimero
de copias de DNAmt y los niveles de ARNm del factor de transcripcion mitocondrial A (TFAM) en
células HepG2 (10).

En cuanto a tipos de medios de cultivo, histéricamente se han desarrollado desde formulaciones
basicas como el “medio esencial minimo” (MEM) hacia variantes mas complejas como el “Medio Eagle
modificado de Dulbecco” (DMEM) (14), que cuadruplica las concentraciones de aminoacidos y
vitaminas (15,16). Existen muchas variantes de este medio como es el medio “DMEM F12”, que incluye
componentes adicionales como zinc y tiamina (16,17). Como la formulacion del DMEM sigue siendo
muy diferente a la del plasma humano, recientemente se han desarrollado 2 nuevos medios de cultivo
que se asemejan mas, por lo que se les conoce como “medios fisiologicos”. Estos medios son el "medio
similar al plasma humano" (HPLM) y "Plasmax", desarrollados por los grupos de Sabatini y Tardito,

respectivamente (4,16).



En general, la mayoria de los medios de cultivo requieren la suplementacion de suero fetal
bovino (FBS) (16,18,19), usualmente en concentraciones del 10% al 20% (16). Este suero es una
solucion rica en proteinas, vitaminas, hormonas, glucosa y una amplia gama de factores de crecimiento
esenciales para un 6ptimo crecimiento y mantenimiento celular (16,17). Sin embargo, la FDA (Food
and Drug Administration) y la EMA (European Medicines Agency) han recomendado limitar el uso del
FBS debido a su baja reproducibilidad, el riesgo de contaminacion y los problemas éticos asociados con
su obtencion (16,18). La variabilidad del FBS se atribuye a la presencia de un conjunto indefinido y
generalmente no analizado de metabolitos y lipidos polares, cuyas concentraciones pueden variar segin
el lote y origen del suero (14,16). Existen alternativas en medios de cultivo especializados que utilizan
albumina, transferrina, insulina, factores de crecimiento, péptidos o hidrolizados de proteinas en
sustitucion del suero (16,18). Ademas, el FBS se obtiene de fetos bovinos no nacidos, cuya sangre es
recolectada mediante puncion cardiaca o umbilical, durante el proceso de sacrificio de las vacas
gestantes. Por lo tanto, plantea preocupaciones éticas debido a la necesidad de sacrificar animales (18).
En respuesta a la recomendacion de la FDA y EMA, los medios fisiologicos presentan una reduccion
significativa del contenido de FBS. En particular, el HPLM utiliza un suero dializado libre de

metabolitos polares (20), mientras que Plasmax contiene solo un 2,5% de FBS (16).

El objetivo de este estudio es analizar como diferentes medios de cultivo afectan a la funcién
mitocondrial. Mediante una combinacion de revision bibliografica y experimentacion, este trabajo busca
reproducir hallazgos previos y aportar nueva informaciéon que enriquezca nuestra comprension del

impacto de los medios de cultivo en la funcion mitocondrial.

3. Metodologia

3.1. Busqueda Bibliografica
Inicialmente, se realizd una busqueda en PubMed utilizando la estrategia de btusqueda “cell
culture media and mitochondrial function” que obtuvo unos 2000 resultados. Se excluyeron aquellos

que incluian la palabra “disease” y los publicados hace mas de 5 afios, lo que resulto en 203 articulos.

Seguidamente, se realizd otra busqueda centrada en los medios fisiologicos. Para ello, se utilizo
la estrategia de busqueda: "PLAMAX or HPLM", que inicialmente produjo 44 articulos. Se refino esta
busqueda excluyendo aquellos articulos que fuesen escritos hace mas de 5 afos, afio en el que lo que

resulté en un total ajustado de 27 articulos.

3.2. Lineas Celulares

Se utilizaron dos lineas de fibroblastos humanos inmortalizados (FBI): fibroblastos sanos de un
individuo de 15 afios, denominados "FBI 15 afios", y fibroblastos mutantes "FBI 2469". La linea mutante

presentaba una transversion homocigotica en el gen del factor de elongacion de traduccion mitocondrial
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Ts (TSFM), especificamente una sustitucién de guanina (G) por citosina (C) en la posicidon 719
(c.719G>C) del ex6n 6. Esta mutacion produjo un cambio en un aminodcido cisteina (Cys) por serina
(Ser) en la posicion 240 de la proteina EFTs (Elongation Factor Ts), (Cys240Ser), lo que afect6 la

funcion normal de la proteina al disminuir los niveles de EFTs en los fibroblastos del paciente (21).

Las células utilizadas en este estudio ya estaban inmortalizadas, mediante la sobreexpresion del
TAg del SV40, un oncogén capaz de inmortalizar las células (22). Este proceso se llevo a cabo
transduciendo los fibroblastos de interés con particulas virales que contienen el gen codificante para
TAg, utilizando un vector comercial llamado “pLOX-Ttag-iresTK”. La inmortalizaciéon se confirmo
mediante la observacion directa al microscopio invertido durante al menos 10 dias en cultivo, donde se

observaron cambios en el tiempo de duplicacion celular y en la morfologia celular.

3.3. Medios de Cultivo

Se prepararon cuatro configuraciones distintas de medios de cultivo para estudiar el impacto de

la variacion de la concentracion de suero fetal bovino (FBS) y glucosa:

Medio 1: Alta Glucosa (25Mm) + Alto FBS (10%): Este medio representa una condicion rica
en nutrientes, comunmente utilizada para promover un rapido crecimiento y proliferacion celular. Por
lo tanto, este es el medio “control”. También se utilizO como medio de mantenimiento celular entre
experimentos para asegurar condiciones de crecimiento optimas y semejantes a la mayoria de los

articulos publicados.

Medio 2: Baja Glucosa (SmM) + Alto FBS (10%): Este ajuste reduce la disponibilidad de
glucosa mientras mantiene alta la concentracion de otros factores de crecimiento y nutrientes a través

del FBS.

Medio 3: Alta Glucosa (25mM) + Bajo FBS (2,5%): Aunque la glucosa es abundante, la

reduccion en el porcentaje de FBS puede afectar otros aspectos del soporte nutricional y hormonal.

Medio 4: Baja Glucosa (5mM) + Bajo FBS (2,5%): Este es el medio mas restrictivo en
términos de nutrientes, simulando condiciones de estrés metabdlico que podrian influir en la dinamica

mitocondrial y la preferencia metabolica de las células.

3.4. Materiales:

3.4.1. Reactivos:

e Medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) con Glutamax, que contiene 1 g/L. de D-

Glucosa y piruvato y 2mM de glutamina.
e Medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) basic (1X) con 4,5 g/L de glucosa.

e TrypLE™ Express.



e PBS pH 7.4 para lavados celulares.

e Suero fetal bovino (FBS) como suplemento para enriquecer los medios de cultivo.
e CellTiter-Fluor™ Cell Viability Assay

e CellTiter-Glo® Buffer

e Colorante azul de tripan

3.4.2. Aparataje:
e Material plastico (placas de 100, tubos eppendorf, falcon de 50y 15 mL...)
e Microscopio para visualizar y fotografiar las células.
e Countess™ II Automated Cell Counter, con sus respectivos portaobjetos de camara para el
recuento celular Countess™: utilizada para el recuento celular.
e (Centrifuga
e (Campana de flujo laminar
e Incubador: permite incubar las muestras a una atmosfera de CO2 al 5% y 37°C.
e Bafio termorregulado: para elevar rapidamente la temperatura de los reactivos a 37°C.
e NOVOstar microplate reader de BMG Labtech: sirvi6 para cuantificar la produccién de ATP.

Seguidamente, se analizaron los datos utilizando la aplicacion NOVOstar.

3.5. Procedimientos Experimentales

3.5.1. Cultivos celulares:

Inicialmente, se descongelaron los FBI sacdndolos del nitrogeno liquido y colocandolas
inmediatamente en un bafio a 37°C para una descongelacion répida. Después, se resuspendieron en 1
mL de DMEM con 25 mM de glucosa 'y 10% FBS o medio control, y se centrifugaron 1000xg durante
5 minutos. Se retird el sobrenadante y se resuspendi6 el pellet en 2 mL de DMEM con 25 mM de glucosa
y 10% de FBS, sembrandolo en 10 mL del medio control en una placa Petri de 100 mm para cada linea

celular. Las placas se incubaron durante 24 horas a una atmosfera de CO; al 5% y 37°C.

Tras 24 horas, se cambi6 el medio de las placas de cultivo. Estos cambios se realizan eliminando
el medio anterior por aspiracion y reemplazandolo o bien por el mismo medio, para evitar el agotamiento
de los nutrientes o bien por otro medio diferente, en cuyo caso, se requiere un paso intermedio de lavado
que consiste en afiadir SmL de solucion salina o “PBS”. De esta manera, se lavan los restos del medio

anterior.

Cuando las células han ocupado toda la superficie de cultivo, es necesario cambiarlas a una

superficie mayor. Para ello se procede a tripsinizar las células, proceso que consiste en utilizar una
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enzima llamada tripsina, la cual degrada las proteinas de adhesion celular permitiendo separar las células
de la placa donde se cultivan. Para ello, primero se eliminaron los restos de medio realizando un lavado
con PBS y se procedi6 a afiadir 1 mL de TrypLE™ Express, incubando las células durante 5 minutos a
37°C, para fomentar la accion de la enzima. Este procedimiento se utilizdé de manera rutinaria para

mantener las células en cultivo mientras se iban realizando los experimentos.

3.5.2. Recuento celular:

Para el recuento de las células totales y viables presentes en la muestra, se utiliz6 el colorante
llamado ““azul de tripadn”. Este colorante permite distinguir las células no viables, las cuales se tifien de
azul debido a la permeabilidad de sus membranas dafiadas, mientras que las células viables no captan el

colorante.

El procedimiento a seguir es el siguiente: Coger 20 uL de la disolucion celular tripsinizada (previa
a la centrifugacion) y posteriormente 20uL del colorante azul de tripan. Cabe destacar que, debido a la
tendencia a formar precipitados, se recomienda coger el colorante introduciendo lo minimo la pipeta.
Pipetear varias veces arriba y abajo para homogeneizar la muestra. Coger un portaobjetos de camara
para el recuento celular Countess™ y rellenar ambas cdmaras encapsuladas con 20 pL de la disolucion
anterior. A continuacion, introducir el portaobjetos en el Counter y medir con el método automatico.
Mediante este procedimiento se obtiene tanto el porcentaje como el recuento numérico de células viables

y no viables en la muestra.

El tiempo de doblaje se calculdé en Roth V. 2006 Doubling Time Computing, Available from:

http://www.doubling-time.com/compute.php.

3.5.3. Efecto de los medios sobre el crecimiento celular:

Se llevaron a cabo dos experimentos de curvas de crecimiento para evaluar el impacto de la
concentracion de glucosa y FBS del medio de cultivo sobre la proliferacion celular. El primer
experimento se centrd en analizar el efecto de cuatro medios de cultivo distintos en la proliferacion de
fibroblastos humanos de 15 afios (FBI 15). El segundo experimento evalué si uso de los medios menos
y maés restrictivos (medio 1 y medio 4 respectivamente) modificaban el crecimiento celular del mutante
comparado con el control sano. Para ambos experimentos, las lineas celulares se sembraron a una
densidad inicial de 30,000 células por pocillo en un volumen de 2 mL de medio de cultivo control en
placas de seis pocillos, y se incubaron durante 24 horas a 37°C. Posteriormente, se aspir6 el medio, se
lavaron las células con 1 mL de PBS, y se reemplazd con 2 mL del medio de cultivo a estudiar. Los
medios de cultivo evaluados fueron los siguientes: (medio 1: DMEM con 25 mM de glucosa 'y 10% de
FBS; medio 2: DMEM con 5 mM de glucosa y 10% de FBS; medio 3: DMEM con 25 mM de glucosa
y 2.5% de FBS; medio 4: DMEM con 5 mM de glucosa y 2.5% de FBS).
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En el primer experimento, las células se dejaron incubar durante 72 horas en una atmosfera
controlada de 5% de CO- a 37°C. En el segundo experimento, la incubacion fue de 48 horas bajo las
mismas condiciones. En ambos casos, se realiz6 un recuento celular cada 24 horas y se cambio el medio
de cultivo en los pocillos restantes para prevenir el agotamiento de nutrientes. Ademas, se asegur6 que

las células no superaran una confluencia del 80% en ningin momento durante el experimento.

3.5.4. Estudio de la bioenergética celular:

En una placa de 96 pocillos con fondo blanco para lectura posterior, se sembraron 30,000 células
por pocillo, por quintuplicado, en 100 pL de medio que contenia 25 mM de DMEM y 10% de suero
fetal bovino (FBS). La distribucion fue la siguiente: dos filas de cada uno de los cuatro medios, donde
la primera fila consistia en FBI 15 afios y la segunda en "FBI 2469". Los primeros cuatro pocillos de
cada fila solo contenian los reactivos y el medio correspondiente, utilizados como blanco. La placa se
incubd durante 24 horas a 37°C para permitir la adhesion celular, luego se aspir6 el medio con una
bomba de aspiracion y se lavo cada pocillo con 100 pL de solucion salina tamponada con fosfato (PBS).
Se aspir6 el PBS y se cambiod el medio de siembra por 100 uL. de medio correspondiente (medio 1:
DMEM con 25 mM de glucosa y 10% de FBS; medio 2: DMEM con 5 mM de glucosa'y 10% de FBS;
medio 3: DMEM con 25 mM de glucosa y 2.5% de FBS; medio 4: DMEM con 5 mM de glucosa y

2.5% de FBS). Se incubaron durante 1 hora para permitir la adaptacion celular al nuevo medio.

A continuacion, se afadieron 100 pL de CellTiter-Fluor™ a cada pocillo y se incub6 con una
atmosfera de CO; al 5%y a 37°C durante 30 minutos. Luego, se cuantifico la viabilidad celular mediante
fluorescencia. Esta medicion se realizd por fluorescencia en el instrumento "NOVOstar", con una
excitacion de 380 nandmetros (nm) con un ancho de banda de 10 nm, y una emisioén de 520 nm, con una
agitacion de doble orbital a 600 rpm. Esto permiti6é cuantificar el nimero de células viables en cada

pocillo.

Posteriormente, se realizaron dos lavados de cada pocillo con PBS. Se afiadieron 100 uL de
CellTiter-Glo® por pocillo y se incub6 durante 10 minutos a temperatura ambiente. El reactivo
CellTiter-Glo® se agrego6 directamente a las células en cultivo, provocando su lisis y la liberacion de
ATP. Este reactivo contiene una forma estable de la enzima luciferasa (LucPpe2m), que, en presencia
de ATP y oxigeno molecular, cataliza la oxidacion de la proteina luciferina. Este proceso genera
oxiluciferina, utilizando la energia del ATP, y produciendo luz como subproducto (Fig. 3). La intensidad
de la luz emitida es proporcional a la cantidad de ATP presente (23). Para la determinacion se midio la
produccion de ATP total (tanto el glucolitico como el OXPHOS) mediante luminiscencia, utilizando un

programa disponible en "NOVOstar".
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Figura 3: Marco tedrico de la medicion de ATP mediante luminiscencia. Fuente: (23).

4. Resultados

4.1. Revision Bibliografica
Como ya se ha comentado, las investigaciones sobre la funcién mitocondrial suelen realizarse

utilizando un medio DMEM, el cual puede presentar una composicion muy variable.

Una de las variaciones mas frecuentes es la concentracion de glucosa. Pinho et al. analizaron la
relacion entre la concentracion de glucosa del medio de cultivo y los parametros bioenergéticos
mitocondriales. Para ello, cultivaron fibroblastos humanos en 3 variantes del medio DMEM:
OXPHOSm que carecia de glucosa debido al reemplazo de glucosa por galactosa, LGm y HGm que
consistia en DMEM con 5SmM y 25mM de glucosa, respectivamente. Al medir la tasa de consumo de
oxigeno (OCR) y la tasa de acidificacion extracelular del medio (ECAR) de las células cultivadas en los
distintos medios se observd que solo el OXPHOSm proporcionaba la capacidad de reaccionar a las
demandas energéticas celulares. Por otro lado, se observo un aumento interesante en el ECAR en las
células cultivadas en LGm, mientras que no se observaron diferencias en el medio HGm. El aumento de
la OCR observado en el medio OXPHOSm se relaciond con un incremento general en la capacidad
celular para oxidar los sustratos del ciclo del TCA y una mayor preferencia por los acidos grasos, el
lactato y el glicerol fosfato. Por lo tanto, concluyeron que el reemplazo de glucosa por galactosa en el
medio de cultivo hace que los fibroblastos sean mas eficientes ante las demandas de energia y que no
dependan de la glucosa para la obtencion de ATP. Ademas, se observo un aumento de la biogénesis
mitocondrial, reflejado en un incremento de la concentracion de PGCl1-a, el regulador principal de la
biogénesis mitocondrial. En cuanto a los medios con glucosa, se observé que el DMEM con 5 mM de
glucosa, en comparacion con el DMEM con 25 mM, aument6 la masa mitocondrial pero no la actividad
mitocondrial, ya que se incrementd el area de la red mitocondrial, pero no se observaron cambios
significativos en la OCR. Ademas, no se detectaron cambios significativos en el metabolismo de las
células cultivadas en cada uno de estos medios, ya que no hubo variaciones en los niveles de

transcripcion ni en la preferencia de sustrato (24).
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En la linea del estudio de Pinho y colaboradores, otros estudios proponen el reemplazo de la
glucosa por galactosa en el medio de cultivo para fomentar la actividad de OXPHOS (24-26). Como,
por ejemplo, Pereira et al., quienes analizaron el efecto de suplementar el medio de cultivo con galactosa
y glutamina. Para ello, cultivaron fibroblastos humanos en 2 medios DMEM: “HGm” y “OXPHOSm”,
cuyas diferencias eran el remplazo 25mM de la glucosa del medio HGm por 1,8 g/L de galactosa, 0,584
g/L de L-glutamina en el OXPHOSm. Ambos medios se suplementaron con 1,8 g/L de bicarbonato de
sodio, 0,11 g/L. de piruvato de sodio y 10% FBS. Se midieron la tasa de consumo de oxigeno, la
produccion de ATP y la remodelacion mitocondrial a nivel transcripcional, entre otros parametros. Se
observo que las células cultivadas en OXPHOSm mostraron una red mitocondrial mas alargada y un
aumento en la actividad de la ATP sintasa en comparacion con las células cultivadas en HGm. Ademas,
en otro estudio donde se cultivaron células de cancer de higado humano “HepG2” en OXPHOSm, se
concluyo6 que la tasa de crecimiento celular no se alteraba independientemente del medio de cultivo
utilizado, mientras que el consumo de oxigeno (OCR) y los niveles de ATP aumentaban cuando las
células se cultivaban en OXPHOSm. Por otro lado, se observo un incremento en la concentracion de la
proteina TOM20, un indicador de la masa mitocondrial, asi como otros indicadores indirectos de la masa
mitocondrial, como el DNAmt y la citrato sintasa, lo que confirma un aumento en la masa mitocondrial
y posiblemente en la biogénesis mitocondrial. A diferencia de Pinho y colaboradores, no se encontraron
aumentos en la concentracion de PGC1-a. De manera similar, se demostrd que en mioblastos C2C12 de
musculo de raton, la biogénesis mitocondrial puede ser inducida por niveles suprafisiologicos de

piruvato de sodio a través de un mecanismo independiente de PGC1-a (26).

Otra de las variaciones mas frecuentes del medio DMEM es la concentracion de suero fetal
bovino (FBS) empleada. Para analizar si concentracion de FBS afectaba a los parametros bioenergéticos
mitocondriales, Bernardini et al. cultivaron células IPEC-J2, células epiteliales porcinas intestinales del
yeyuno, en un medio DMEM con 4,5 g/L glucosa suplementado con 5 o 10% de FBS. Se observé que
la suplementacion de 10% FBS, respecto al 5%, aumentd la produccion de ATP total y OXPHOS, sin
afectar la glucdlisis. Por lo que concluyeron que a mayor concentracion de FBS, se aumenta la
dependencia de OXPHOS para la produccion de ATP (4). Una de las hipotesis de este hallazgo podria
ser la cantidad de lipidos que contiene el suero fetal bovino. En las investigaciones de Pinho y
colaboradores, el medio OXPHOSm se relaciond con un incremento en la capacidad para oxidar acidos
grasos, los cuales eran obtenidos principalmente del FBS (24). Ademas, segin Bayona y colaboradores,
la suplementacion del medio con 10% FBS aporta un 1% de los 4cidos grasos poliinsaturados (PUFA)
que hay en los tejidos humanos, los cuales no son capaces de generar por la célula y deben suministrarse
de forma endogena. El motivo de que sea una cifra tan baja se debe a que en el rumen de los bovinos se
hidrogenan la mayoria de los PUFA administrados con la dieta (10). Lee et al. analizaron la relacion
entre la concentracion de PUFA en el medio de cultivo y la funciéon mitocondrial. Para ello cultivaron

mioblastos C2C12 de raton en DMEM sin tratamiento (control) o con 50 uM de &cido palmitico (PA),
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acido eicosapentaenoico (EPA) o acido docosahexaenoico (DHA). Se midieron el nimero de copias de
DNAmt mediante real time PCR midiendo la expresion de ciertos genes como PGC-1a y TFAM. Se
observd un aumento significativo en el numero de copias de DNAmt en las células del musculo
esquelético de los ratones, concluyendo que la suplementacion con EPA y DHA podria mejorar la
replicacion mitocondrial en las células del musculo esquelético. Ademas, se observd que las células
cultivadas suplementadas con EPA y DHA aumentaron el potencial de la membrana mitocondrial interna
y la produccion de ATP, y regularon al alza genes que codifican factores regulatorios para la biogénesis

mitocondrial y el metabolismo oxidativo (10,27).

En ocasiones, se afladen suplementos a los medios de cultivo comerciales para facilitar el
estudio de ciertas enfermedades a investigar. En el caso de las enfermedades mitocondriales, los
suplementos mas comunes son la uridina y el piruvato (28). Se comprobd que las células con deficiencias
de DNAmt dependian de estos compuestos para su crecimiento debido a la ausencia de una cadena
respiratoria funcional. La uridina es vital en la sintesis de novo de pirimidinas. Mientras que el piruvato
ayuda a la utilizacion del exceso de NADH citosolico que se acumula en ausencia de una cadena
respiratoria funcional, por la accion de la lactato deshidrogenasa (LDH), catalizando la conversion de
piruvato en lactato y regenerando el NAD+ citosolico (29,30). En el estudio de Adant et al. se queria
comprobar los efectos de suplementar el medio de cultivo con piruvato y uridina en células con una
disfuncion OXPHOS. Para ello, se reclutaron fibroblastos de la piel tanto de pacientes sanos, empleados
como grupo de control, como de 17 lineas celulares de pacientes con enfermedades mitocondriales.
Estas lineas celulares abarcaban disfunciones complejas aisladas, incluyendo 8 lineas celulares con
defectos en el complejo I, 2 lineas celulares con defectos en el complejo IV y 2 lineas celulares con
defectos en el complejo V, asi como 5 lineas celulares con deficiencias combinadas que afectaban la
maquinaria de traduccion mitocondrial. Dichas células se cultivaron en un medio DMEM con glucosa
5,5 mM y glutamina 2 mM, suplementado con 1 mM piruvato y 200 uM uridina. Se observo una
restauracion completa de las actividades metabdlicas en el grupo con deficiencia de OXPHOS tras el
tratamiento con piruvato y uridina en términos de abundancia. También se probd que al alimentar a
larvas de pez cebra expuesta 7 dias a rotenona con 25 mM de piruvato y uridina, la tasa de supervivencia
de los peces aumentaba al 80%. De la misma manera, este parametro aumentaba al 44% tras 4 h de la
administracion de 150 mM y 200 mM de rotenona en comparacion con los que no fueron alimentados
con piruvato y uridina, respectivamente. Sin embargo, en un estudio similar, pero utilizando otro
organismo modelo, la suplementacion con uridina a larvas de Caenorhabditis elegans en estadio L3,
previamente tratadas con bromuro de etidio, rescat6 la detencion larval en un pequefio porcentaje de
animales, probablemente debido a limitaciones en la biodisponibilidad, mientras que la suplementacion
con piruvato empeoro el fenotipo (30). El bromuro de etidio induce la detencion de larvas en el estadio
L3 en este nematodo, por lo que dicho estadio se considera un indicador de disfuncion mitocondrial en

este modelo celular. La transicion del estadio L3 a L4 implica un mecanismo de deteccion de energia
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que actia como un punto de control del desarrollo, activado en mutantes o en animales tratados con
farmacos cuando surge un déficit energético. Por lo tanto, la uridina resulté mejorar la funcion OXPHOS

levemente, pero el piruvato no (28).

En otro estudio se observd una correlacion positiva entre las concentraciones elevadas de
piruvato (1 mM) y la presencia del factor inducible por hipoxia la (HIFla) en células de cancer de
mama triple negativo “BT549” cultivadas en DMEM-F12 y Plasmax (10,12). Estos medios presentan
concentraciones supranormales de piruvato ya que el plasma contiene entre 9,3 y 59,7uM de piruvato.
Se concluyd que las concentraciones supranormales de piruvato estabilizan el factor inducible por
hipoxia la (HIFla) incluso en condiciones de normoxia. Ademas, la supresion de la biogénesis
mitocondrial, mediada por la via HIF, redujo el nimero de mitocondrias en este modelo de células

cancerosas (10).

Como se ha mencionado anteriormente, el principal problema de los medios de cultivo en el
estudio de las enfermedades mitocondriales es que no reproducen las condiciones fisiologicas presentes
en el plasma humano, lo que puede interferir en la actividad del sistema OXPHOS, entre otros procesos.
Por ello, resulta interesante estudiar los medios fisiologicos, como HPLM y Plasmax, cuyas
configuraciones se asemejan a las concentraciones del plasma. Golikov et al(13). investigaron como el
cultivo celular en medio Plasmax afecta la funcion mitocondrial. Cultivaron cuatro lineas celulares (Huh
7.5, un hepatoma humano; A549, un adenocarcinoma humano; HeLa, un adenocarcinoma cervical; y
Vero E6, células renales de mono verde) en Plasmax y en diferentes medios de control: Huh 7.5 en
DMEM con 25 mM de glucosa, A549 en DMEM-F12, HeLLa en MEM (los tres medios se suplementaron
con 10% FBS y 2mM de glutamina) y Vero E6 en DMEM con 25 mM de glucosa suplementado con
2%. Se evalu6 la morfologia celular, la respiracion mitocondrial y se cuantificé la masa mitocondrial y
lisosomal y la renovacion mitocondrial mediante “Mitotimer”. Se observo un aumento en la respiracion
mitocondrial en las células cultivadas en Plasmax en comparacion con los controles. Esto se relacion6
con una reorganizacion de la red mitocondrial, caracterizado por un incremento en las mitocondrias
filamentosas, que muestran una mayor actividad OXPHOS que las fragmentadas. Se sospecha que este
aumento en la respiracion esta vinculado a una mayor disponibilidad de sustratos para el ciclo de los
acidos tricarboxilicos (TCA), particularmente acidos grasos, ya que el uso del etomoxir, un inhibidor de
la oxidacion de acidos grasos del TCA, resultdé mas toxico para las células cultivadas en Plasmax. Esto
sugiere que las células en Plasmax dependen mas de la oxidacion de acidos grasos, que son
suministrados por el suero afiadido al medio de cultivo. Plasmax tiene niveles de suero cuatro veces
menores que los medios tradicionales, lo que puede implicar un papel clave de moléculas como la
carnitina y la prolina, ausentes en DMEM, en este fendmeno. Ademas, las células cultivadas en Plasmax
presentaron una disminucion de la masa lisosomal (13). Hay evidencia de que los lisosomas contienen

cistina, cuyo exceso provoca la despolarizacion mitocondrial y probablemente una reduccion en la
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OXPHOS, por lo que la disminucion de la masa lisosomal podria relacionarse con una mejora de la

funcién mitocondrial.

En otro estudio, Moradi et al. analizaron el efecto del Plasmax y la funcién mitocondrial, pero
a diferencia de Golikov et al. también analizaron la influencia de la concentracion de oxigeno. Para ello
cultivaron 4 lineas celulares cancerigenas (MCF7, células de cancer de mama; SaOS2, células de
osteosarcoma; LNCaP, células de adenocarcinoma de prostata humano sensibles a androgenos; y Huh7,
células de hepatoma humano) en 2 medios diferentes: DMEM con 25mM glucosay 10% FBS y Plasmax
suplementado con 2,5% FBS. Ambos medios se suplementaban con una solucién de penicilina (50
Ul/mL) /estreptomicina (50 pg/mL). Las células se incubaron tanto a 18% O, como a 5% O», simulando
las condiciones suprafisiologicas y fisioldgicas, respectivamente. Se observo que las células cultivadas
en DMEM presentaban un aumento de la ECAR y una disminucién de la OCR en comparacion con las
células cultivadas en Plasmax. Se concluyd que, independientemente de la concentracion de oxigeno,
las células cultivadas en DMEM mostraron un metabolismo mas fermentativo en comparacion con las

células en Plasmax, que exhibieron un metabolismo mas oxidativo (11).

El otro medio fisiologico a analizar es el HPLM. Para analizar la relacion con la funcion
mitocondrial, Cantor et al. cultivaron 4 lineas celulares: dos lineas de leucemia mieloide aguda (NOMO1

y SEM) y dos lineas de linfoma de células B (P12-Ichikawa y SUDHL4), en HPLM (suplementado con
10% suero dializado) en comparacion a RMPI 1640 (suplementado tanto con FBS como con suero
dializado al 10%). Midieron el estado redox y la OCR, entre otros, y concluyeron que las células
cultivadas en HPLM presentaban una disminuciéon en las concentraciones de las parejas redox
GSH/GSSG y NAD/NADH en comparacion con las cultivadas en RMPI. Por otro lado, se observd una
reduccion en las concentraciones de citrato y una disminucion en la OCR basal en las células cultivadas
en HPLM. Esto sugiere que el medio HPLM influye en la funcién mitocondrial al alterar el estado redox

y disminuir la capacidad respiratoria basal (14).

Dada la evidencia encontrada en la literatura sobre la relacion entre la funcion OXPHOS vy los
medios de cultivo, hemos decidido estudiar experimentalmente el efecto del FBS y de la disponibilidad
de la glucosa sobre la funcion OXPHOS. Como se ha comentado, la suplementacion de 10% frente al
5% FBS al medio DMEM mejor6 la funcién mitocondrial en células IPEC-J2 (4). Mientras que en las
células cultivadas en Plasmax se propuso que el aumento de la respiracion celular podria deberse a la
disminucion de % FBS (13). En cuanto a la glucosa, aunque concentraciones suprafisioldgicas de
glucosa (25Mm) han mostrado aumentar la proliferacion celular, las investigaciones de Pinho et al. y
Pereira et al. indican que la sustitucion de glucosa por galactosa promueve un incremento en la tasa de

consumo de oxigeno (OCR), la produccion de ATP y la biogénesis mitocondrial (24,26).
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4.2. Parte Experimental

Efecto del medio de cultivo sobre el crecimiento celular en fibroblastos control

La informacion obtenida en nuestra revision bibliografica evidencia que la composicion del
medio de cultivo puede ser determinante para las funciones celulares. Por ello, para ensayar el efecto de
la disponibilidad de glucosa y de la concentracion de FBS sobre la funcion celular, realizamos curvas
de crecimiento con fibroblastos control (FBI 15 afios), y 4 medios con distintas variantes en estos
parametros (medio 1: DMEM con 25mM glucosa y 10%FBS, medio 2: DMEM con 5SmM glucosa y
10%FBS; medio 3: DMEM con 25mM glucosa y 2,5%FBS; medio 4: DMEM con 5SmM glucosa y 2,5
%FBS) por triplicado.

Medio 1 Medio 2 Medio3 Medio 4

Dia 1

Dia 2

Dia 3

Figura 4: Fotografias de las células de FBI de 15 afios cultivadas en los 4 medios de cultivo durante 3 dias.

En esta imagen se observan fotografias representativas realizadas a las placas cultivadas en cada
uno de los 4 medios durante los 3 dias a estudiar. Se puede apreciar un aumento gradual del nimero de
células con el paso de los dias. Y parece ser que al tercer dia la condicion cultivada con alta glucosa y
mayor concentracion de suero bovino fetal (medio 1) presenta un mayor niimero celular con las células
dispuestas en una monocapa. Por otro lado, a simple vista, no se aprecia ningun cambio a nivel
morfologico significativo. Esto indica que los distintos medios ensayados contienen suficientes
nutrientes para que las células puedan realizar sus funciones celulares, aunque parecen observarse

diferencias cualitativas en la velocidad de crecimiento.
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Para poder comparar de manera cuantitativa el crecimiento celular en cada medio de cultivo y
valorar la aptitud de cada medio, se procedi6 al contaje celular. Inicialmente, se analizé el numero de
células presentes en cada condicion al paso del tiempo. Después de haber sembrado las células en medio
completo y haber contado el nimero de células iniciales adheridas a la placa (dia 0), se procedi6 a
cambiar el medio por los 4 medios de ensayo y a contar las células cada 24 horas en las distintas

condiciones. Los resultados se muestran en la siguiente gréfica:

Estudio del crecimiento de fibroblastos inmortalizados
(FBI) en 4 medios de cultivo
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Figura 5: Numero de FBI cultivados en 4 medios durante 3 dias. Se presenta la media + desviacion estdndar (N=3)

Pudimos observar que, en todos los medios, el nimero de células aumentaba con el paso del
tiempo. Este resultado concuerda las observaciones anteriores derivadas de las imagenes obtenidas de
estos experimentos. Sin embargo y de forma muy interesante, el analisis revelo patrones de crecimiento

celular distintos entre los medios:

Pudimos observar que los medios 3 y 4 (con menor concentracion de FBS) presentan un menor
numero de células en el punto final del experimento (dia 3) y también un menor aumento de niimero de
células en dias consecutivos. De la misma manera, los medios con menor concentracion de glucosa
(medios 2 y 4) presentan unos nimeros absolutos menores que los medios con alta glucosa (1 y 3), al

igual que parecen tener aumentos menores del nimero de células entre los distintos dias.
Tasa de Crecimiento celular de FBI 15 afios en los 4 medios de cultivo:

A pesar de poder confirmar el efecto de los distintos medios de cultivo sobre el crecimiento
celular, dado que hay pequenas variaciones en el nimero de células sembradas iniciales y contadas cada

dia en cada condicion, resulta complicado poder concluir con este analisis que medios afectan en mayor
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y menor medida al crecimiento celular. Por ello, con el fin de realizar una comparacion mas detallada
del comportamiento de las células en cada medio, se calcul¢ la tasa de crecimiento usando la siguiente
formula, donde la N es el niumero de células en un determinado dia:

Ne celulas dia N — N2 células dia 0

Tasa de crecimiento (%) = N células dia 0 x 100

Tasa de crecimiento celular diario de FBI 15 anos
en 4 medios de cultivo
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e Medio 4 78% 18% 59%

Figura 6: Tasa de crecimiento celular diario (%) de FBI 15 afios cultivados en 4 medios de cultivo diferentes.

De manera consistente, pudimos observar que el crecimiento celular aumentaba con el paso del
tiempo. En el caso de los medios con una baja concentracion de FBS (3 y 4), se observa un crecimiento
mucho menor que en los medios con una alta concentracion de suero (1 y 2). De manera general, los
medios con alta glucosa (1 y 3), mostraron una tasa de crecimiento mayor que los medios con baja
glucosa (2 y 4). Por lo tanto, se observa que las células cultivadas en el medio mas restrictivo (medio
4), presentaron un menor crecimiento que las cultivadas en el medio menos restrictivo (medio 1) (Figura
6). Para confirmar estos resultados se utilizaron los datos de numero de células a dia 1 y dia 2 en cada
condicion y se calculd el tiempo de doblaje de las células en cada linea celular. Similarmente a los
resultados anteriores, las células crecidas en medios con bajo suero (3 y 4) necesitaban méas tiempo para
doblarse que las de medios con alto suero (1 y 2), una alta concentracion de glucosa (1 y 3) disminuy6
el tiempo de doblaje comparado con baja glucosa (2 y 4) y el medio mas restrictivo septuplico el tipo de

doblaje en comparacion con el medio menos restrictivo (medio 1) (Figura 7).

Medio 1 Medio 2 Medio 3 Medio 4
13,14 32,46 56,75 100,5

Figura 7: Tiempo de doblaje calculado con la media del nimero de células entre los dias 1y 2. (horas)

20



Como hemos visto que en una linea control las células crecen de distinta manera, puede ser que
la eleccion del medio sea determinante cuando queramos estudiar la funcion celular de lineas celulares
mutantes, en comparacion con las control. Para ello seleccionamos dos medios de cultivo (mas y menos
restrictivos, medio 1 o control y el medio 4, respectivamente) y repetimos los estudios de crecimiento
celular con fibroblastos control y una linea celular con una mutacion en TSFM, a los cuales hemos

denominado FBI 2469.
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Figura 8: Papel del gen TSFM en la traduccion. Fuente: (31)

Cabe destacar que la linea mutante empleada (FBI 2469) presenta una mutacion en el exén 6
del gen TSFM, que codifica la proteina conocida como "factor de elongacion de la traduccion
mitocondrial Ts" (EF-Tsmt) (21). Esta proteina participa en la sintesis proteica mitocondrial.
Exactamente su funcion es la de facilitar la liberacion de GDP del complejo EFTU - GDP para formar
un heterodimero estable EFTU - EF-TS. Luego, el GTP promueve la separacion de EF-TS de este
complejo, regenerando el EFTU - GTP, que se une a otro aminoacil-tRNA (aa-tRNA). Este complejo
ternario se combina con el sitio A del ribosoma. Cuando se establece el reconocimiento correcto del

codon: anticodon, el GTP se hidroliza, se libera el EFTU - GDP y el ciclo se repite (31).

La mutacion especifica, (Cys240Ser), ocurre en la cisteina 240, ubicada en la cadena C 3 5 del
subdominio EFT del dominio central de EF-Tsmt. Este subdominio interactiia con el dominio III del
factor de elongacion mitocondrial EFTu. Sin embargo, la sustitucion de cisteina por serina se encuentra
en el lado opuesto de la hoja  y no afecta la superficie de contacto con EFTu. A pesar de ello, y aunque
los niveles de EFTu no variasen, la traduccion mitocondrial en fibroblastos de este paciente disminuyo

considerablemente comparandola con controles sanos (21).
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Por lo tanto, para estudiar el efecto del medio de cultivo sobre la linea mutante, respecto a la
control, se realizo la curva de crecimiento cultivando ambas lineas celulares en el medio control: 25mM
glucosa suplementado con 10% FBS y el medio mas restrictivo que consistia en 5 mM glucosa y 5%

FBS. Se cultivaron las células 24 h y se obtuvieron las siguientes imagenes:

Medio 1 Medio 4
FBI 15 anos FBI 2469 FBI 15 Anos FBI 2469

Figura 9: Imdgenes obtenidas al microscopio de 2 lineas celulares de FBI (15 afios y 2469) tras 24 h de cultivados en 2 medios
de cultivo diferentes (medios 1y 4).

De manera interesante, en el medio menos restrictivo (medio 1) se observa una ligera
disminucion en el nimero de células de la linea celular mutante, llegando en algunas imagenes a no
apreciarse un cambio importante con el nimero de las células control. Sin embargo, en el medio mas
restrictivo (medio 4) se observa claramente una disminucion del crecimiento de la linea mutante de
TSFM en comparacion con el control. De esta manera, parece que el medio de cultivo es importante

para poder evidenciar efectos fenotipicos entre mutantes mitocondriales y controles.

Como se ha comentado anteriormente, la funcién mitocondrial se define como las alteraciones
en OXPHOS vy, por tanto, alteraciones en la produccion de ATP. Por ello, a continuacion, se tratd de
analizar la bioenergética celular. Este experimento nos servird tanto para comprobar si el crecimiento
diferente que observamos en la linea control con distintos medios de cultivo es debido a diferencias en
la produccion de energia. Por otro lado, podremos confirmar si las diferencias entre control y mutante
segun el medio, se deben también (al menos en parte) a la bioenergética celular. Para ello se midio el
ATP total que producian las células (FBI 15afios y FBI 2469) en cada uno de los 4 medios de cultivo.

Para representar estos datos graficamente, empleamos el ATP generado por los fibroblastos de 15 afios
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en el medio 1 como punto de referencia, asignandole un valor del 100%. Posteriormente, comparamos
todos los otros valores con este estandar. Esta normalizacion de datos permitio identificar las diferencias

entre ambas lineas celulares (control y mutante) en cada medio de cultivo.

Comparacion de la produccion de ATP total de 2 lineas
celulares cultivadas en 4 medios de cultivos distintos
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Figura 10: Comparacion de la produccion de ATP total de FBI cultivadas en 4 medios de cultivos distintos.
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El analisis de la grafica, tras la normalizaciéon de los datos, revela que la reduccion de glucosa
en el medio intensifica las diferencias entre ambas lineas celulares. Por ejemplo, en los FBI 15 afios
cultivados tanto en el medio 2 como en el 4, se observa un aumento del 29% en la produccion de ATP
total en comparacion con los mutantes cultivados en dichos medios. Por otro lado, una reduccion en el
contenido de FBS del medio fomenta las diferencias entre ambas lineas celulares. Los FBI 15 afios
cultivados en los medios 3 y 4, es decir, con bajo suero, presentan un aumento en la produccion de ATP
del 18% y 29%, respectivamente, en comparacion con los fibroblastos mutantes cultivados en dichos
medios. En contraste, la variacion en la produccion de ATP en el medio con alta concentracion de glucosa
y FBS, medio 1, no fue tan marcada como en el resto de los medios ya que los mutantes produjeron un
10% mas de ATP que los controles. Por lo tanto, las mayores discrepancias entre las células control y
una linea mutante de TSFM se observan en los medios con baja glucosa y FBS, concluyendo que el
medio de cultivo es crucial para evidenciar efectos fenotipicos entre una linea celular con mutacion en

el gen TSFM vy otra linea control.
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5. Discusion

Los resultados obtenidos en este estudio ofrecen una vision integral de como las condiciones de

cultivo influyen en el crecimiento y la bioenergética celular.

En la revision bibliografica, se demuestra que la una minima variaciéon del medio de cultivo
puede influir en la funcion mitocondrial. La concentracion de glucosa en los medios de cultivo ejerce
un impacto significativo en la funcién mitocondrial, como se observa en varios estudios (10,24-26). El
reemplazo de glucosa por galactosa en el medio (OXPHOSm) mejora la capacidad de las células para
responder a demandas energéticas, promoviendo la oxidacion de sustratos del ciclo del TCA y
aumentando la biogénesis mitocondrial, reflejada en niveles elevados de PGC1-a en algunos estudios.
Ademas, se observa una red mitocondrial mas alargada y mayor actividad de la ATP sintasa en células
cultivadas en OXPHOSm, en comparacion con las cultivadas en medios con alta concentracion de
glucosa (HGm) (24). Por otro lado, concentraciones elevadas de glucosa en medios como DMEM y
RPMI-1640 disminuyen el potencial de membrana mitocondrial, el consumo de oxigeno y la biogénesis
mitocondrial, como se observa en células de cancer de higado humano HepG2, tal como sefialan estudios
anteriores (10). Reducciones en la concentracion de glucosa promueven una mayor dependencia del
metabolismo mitocondrial, aumentando el consumo de oxigeno, la actividad de los complejos
respiratorios y los niveles d¢ DNAmt y ARNm de genes mitocondriales en diversas lineas celulares
(24,26) Ademas, la disminucion de glucosa a niveles fisiologicos o incluso mas bajos parece inducir un
estado metabdlico mas oxidativo, esencial para estudiar las enfermedades mitocondriales (26). Las
células con mutaciones en genes relacionados con OXPHOS muestran un déficit de funcion bajo
condiciones de glucosa baja, déficit que no se manifiesta en presencia de concentraciones altas de

glucosa debido a la supresion de la funcion OXPHOS en células de tipo silvestre (WT) (10).

La influencia del suero fetal bovino (FBS) en la funcion mitocondrial también ha sido objeto de
investigacion. Estudios como el de Bernardini et al. han demostrado que un mayor porcentaje de FBS
en el medio de cultivo aumenta la dependencia de la OXPHOS para la produccion de ATP y reduce el
tiempo de doblaje celular, lo que resalta la importancia de considerar este componente en los protocolos
experimentales(4). Esto podria deberse a la concentracion de lipidos, pero sobre todo a los PUFA, los

cuales han demostrado fomentar la biogénesis mitocondrial (27).

Ademas de los EPA y DHA, hay varios componentes alimentarios que, segiin se ha informado,
inducen la biogénesis mitocondrial, como el resveratrol, los polifenoles del té verde y la curcumina.
Especificamente, el resveratrol aumentd la masa mitocondrial y el contenido de DNA mitocondrial, y la
expresion de ARNm de NRF1, TFAM y PGC-1a en células endoteliales. Ademas, los polifenoles del té
verde aumentaron el niimero de copias del DNAmt y la expresion del ARNm de PGC-1a y TFAM en

los rifiones de ratas. Se ha demostrado que la curcumina aumenta el numero de copias del DNA
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mitocondrial y la desacetilacion de PGC-1a en el musculo esquelético durante el entrenamiento de

resistencia de ratas (27).

Por otro lado, la adicién de suplementos como uridina y piruvato puede tener un impacto
significativo en la funcién mitocondrial, especialmente en células con deficiencias OXPHOS. Mientras
que la uridina puede mejorar la funcion OXPHOS, el piruvato puede tener efectos variables dependiendo

del modelo celular y las condiciones experimentales (6).

Como ya se ha comentado, la concentracion de diferentes metabolitos de los medios de cultivo
comerciales influye en la biogénesis mitocondrial y la funcion del sistema OXPHOS. Para evitarlo, se
estudid la funcion mitocondrial en medios fisiologicos como Plasmax y HPLM. La investigacion de
Golikov et al. sugiere que las células cultivadas en Plasmax exhiben una mayor actividad de la OXPHOS
debido a una reorganizacion de la red mitocondrial y una mayor dependencia de la oxidacion de 4cidos
grasos (13). Por otro lado, Cantor et al. observaron que las células cultivadas en HPLM presentan
alteraciones en el estado redox y una reduccion en la capacidad respiratoria basal, 1o que indica un efecto

adverso sobre la funcion mitocondrial (14).

En cuanto a la parte experimental, nuestros experimentos han demostrado que tanto la
concentracion de glucosa como la de FBS en el medio de cultivo influyen significativamente en el
crecimiento celular de fibroblastos control (FBI 15 afios). Las observaciones iniciales a partir de las
imagenes tomadas durante los tres dias de cultivo indicaron que el medio con alta glucosa y
concentracion de FBS (medio 1) favorecia un mayor crecimiento celular, con las células organizadas en
una monocapa densa al tercer dia y sin alteraciones morfologicas apreciables. Esto sugiere que los 4
medios de cultivo probados proporcionan nutrientes suficientes para el mantenimiento celular, aunque
con diferencias en la tasa de crecimiento. El contaje celular confirmo estas observaciones cualitativas.
Los medios con menor concentracion de FBS (medios 3 y 4) mostraron un crecimiento reducido y un
mayor tiempo de doblaje en comparacion con aquellos con mayor FBS. Estos hallazgos concuerdan con
una investigacion de Bernardini y colaboradores, que sugiere que mayores concentraciones de FBS
resultaron en una mejor proliferacion celular y que incrementar la concentracion de FBS del medio de
cultivo del 5% al 10% reducia el tiempo de duplicacion celular (4). De manera similar, los medios con
baja glucosa (medios 2 y 4) presentaron un menor nimero de células que los medios con alta glucosa
(medios 1y 3). Esto indica que tanto la glucosa como el FBS son cruciales para el crecimiento 6ptimo

de los fibroblastos.

Respecto a la concentracion de glucosa en los medios de cultivo, aunque las variaciones no
fueron tan marcadas como con el FBS, se observo que los medios con mayores concentraciones de
glucosa (medios 1 y 3) favorecieron una mayor proliferacion celular en comparacion con aquellos con
menor concentracion de glucosa (medios 2 y 4), manteniendo constante la cantidad de suero. Aunque la

relacion entre la concentracion de glucosa y el crecimiento celular ha sido ampliamente debatida y
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algunos estudios sugieren que no existe una relacion directa, nuestros resultados indican que, al menos

para los fibroblastos FBI de 15 afios, existe una correlacion positiva entre estas dos variables.

Ademas, durante las observaciones visuales del tercer dia de cultivo en el medio 1, se planteo
la posibilidad de que las células no crecieran en una monocapa uniforme debido a un posible
solapamiento. Este fenomeno podria indicar una alta densidad celular y sugiere la necesidad de futuras
investigaciones para medir pardmetros como la resistencia eléctrica transepitelial (TEER) en estas
condiciones, aunque este parametro no se analizé en el presente estudio, en las investigaciones de
Bernardini y colaboradores concluyeron que la suplementacion del medio con 10% FBS en lugar del
5% provocaron un aumento del TEER, lo que indica que crecieron en forma de una monocapa mas
compacta. Medir la TEER podria ofrecer informacién adicional sobre la integridad y la confluencia de
las monocapas celulares, proporcionando asi una comprension mdas profunda de las dinamicas de

crecimiento celular bajo diferentes condiciones de cultivo (4).

Para comprobar si otras lineas celulares eran tan dependientes del medio de cultivo como los
fibroblastos control, y por lo tanto la eleccion del medio sea determinante a la hora de evidenciar
diferencias fenotipicas entre controles y mutantes, se repitio la curva en los dos medios de cultivo mas
y menos restrictivos. Como se observo mediante las imagenes al microscopio, los fibroblastos cultivados
en el medio mas restrictivo (medio 4) mostraron una cantidad de células inferior que los controles,
mientras que en el medio menos restrictivo (medio 1) las diferencias en el nimero celular entre ambas
lineas celulares no fueron tan significativas. Esto sugiere que la ciertos parametros fenotipicos de los
fibroblastos con mutacion en el gen TSFM, como la tasa de crecimiento celular, pueden verse afectados
por la condicion de baja glucosa y un poco menos, por el bajo FBS. Como ya se ha comentado, este gen
codifica una proteina que forma parte de la sintesis proteica mitocondrial. Esto evidencia la importancia
critica que tiene la eleccion de las condiciones de cultivo en modelos celulares de enfermedad. Ya que
esta mutacion ha sido descrita en el caso de varias enfermedades entre las cuales se encuentran:
encefalomiopatia, miocardiopatia hipertréfica o insuficiencia hepatica. Este claro efecto detrimental en
condiciones fisioldgicas dentro del organismo puede verse enmascarado por medios suprafisiologicos

en los modelos celulares (21,31).

La medicion de la produccion total de ATP en los diferentes medios de cultivo reveld que las
mayores discrepancias entre las células control y la linea mutante de TSFM se observan en los medios
con baja glucosa y FBS. Sin embargo, la condicion de bajo suero o baja glucosa por si mismas también
generaron cambios fenotipicos, evidenciados mediante un menor crecimiento celular. Por lo tanto, se
concluye que el medio de cultivo es crucial para evidenciar efectos fenotipicos entre una linea celular

con mutacion en el gen TSFM vy otra linea control.

De manera sorprendente, el medio 3, caracterizado por una alta concentracion de glucosa (25

mM) y bajo contenido de suero (2,5% de FBS), fue el que generé mayor cantidad de ATP en ambas
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lineas celulares. Este hallazgo podria explicarse por el efecto Warburg o glucoélisis acrdbica, que ocurre
cuando las concentraciones de glucosa superan un cierto umbral, permitiendo la fermentacion alcoholica
incluso en presencia de oxigeno (16,19,25). Si esta hipotesis fuese cierta, se esperaria que todas las
células cultivadas en alta glucosa (medios 1 y 3) generasen mayores concentraciones de ATP. Sin
embargo, este hallazgo solo se cumple en la linea mutante, no en los controles. Por lo tanto, no hay

suficiente evidencia para confirmar esta hipotesis de manera concluyente.

Queda aclarar que las investigaciones con los medios de cultivo fisioldgicos no siempre pueden
extrapolarse a todos los animales, puesto que la composicion del plasma y ciertas reacciones metabolicas
varian de manera significativa entre especies. Ejemplo de ello es la relacion del acido trico en el
metabolismo de las pirimidinas. No solo se debe a que las concentraciones plasmaticas de acido urico
sean hasta un orden de magnitud mayores en humanos, chimpancés, gorilas y primates en comparacion
a otros mamiferos como ratones y vacas, si no que estos ultimos metabolizan el acido trico a través de

otra enzima llamada hepatica uricasa, la cual se desactivo durante la evolucion de los hominidos (14).

6. Limitaciones

Este trabajo presenta varias limitaciones que deben ser consideradas. En primer lugar, aunque
se han analizado algunos parametros importantes, seria necesario continuar el analisis de mas variables
que pueden verse modificadas por el medio de cultivo, lo que permitiria una comprensién mas completa
de la influencia del medio en la funcién mitocondrial. Ademas, solo se utilizd una unica linea celular
mutante. Es posible que otras lineas celulares con defectos en la traduccion u otros mecanismos
mitocondriales muestren diferencias en su dependencia del medio de cultivo. Por lo tanto, futuros
estudios deberian incluir una mayor diversidad de lineas celulares para validar y ampliar estos hallazgos.
Por ultimo, el aparato utilizado en el contaje celular es muy sensible al estado de agregacion de las
células o del colorante utilizado (azul tripan). En ocasiones, observamos valores numéricos de contaje
que no encajaban con lo observado de manera visual ni con la velocidad de doblaje de células descrito
en la literatura (en varios ordenes de magnitud). Por ello, algunos puntos de las curvas de crecimiento
han sido descartados. En cualquier caso, las conclusiones de este TFG, no se han visto afectadas por

esta incidencia.

7. Conclusion

En conclusion, el presente estudio destaca la importancia de considerar la composicion de los
medios de cultivo en los estudios sobre la funcion mitocondrial. Si bien las concentraciones de glucosa,
FBS y otros suplementos del medio de cultivo, como la uridina o el piruvato, pueden proporcionar un
ambiente Optimo de crecimiento celular, es fundamental comprender que este entorno no refleja

completamente las condiciones fisiologicas. Esta discrepancia puede enmascarar fenotipos relevantes
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para las enfermedades mitocondriales, lo que lleva a una interpretacion sesgada de los resultados de este

tipo de estudios. Por lo tanto, para una comprension mas precisa de los mecanismos subyacentes a la

funcién mitocondrial, es necesario abordar estas limitaciones y considerar como los medios de cultivo

pueden influir en los resultados experimentales. Una posibilidad seria considerar medios mas

fisioldgicos como Plasmax y HPLM para obtener resultados mas representativos de las condiciones in

vivo. Alternativamente, se podria reducir la concentracion de glucosa o de FBS, siempre y cuando las

células mutantes no se vean afectadas negativamente. Estas estrategias ayudarian a avanzar en la

comprension de las enfermedades mitocondriales y a obtener resultados experimentales mas fiables y

representativos.
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