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DESCRIPCION

Prueba de toxicidad mitocondrial
Campo de la invencion

La presente invencion proporciona un método novedoso que es Util en el examen de farmacos. En particular el
método es util para someter a prueba los efectos de sustancias sobre las mitocondrias, especialmente efectos
toxicos o beneficiosos de principios activos o principios activos candidatos. El método estd basado en medicion en
mitocondrias humanas vivas ex vivo, pero en un entorno tan cercano a la situacion in vivo como sea posible. El
método también es Util para someter a prueba el impacto de sustancias sobre la respiracién mitocondrial.

Antecedentes de la invencion

En el desarrollo de farmacos, es dificil estimar si un farmaco afectara a las mitocondrias productoras de energia
cuando se use en seres humanos. En los Ultimos afios muchos de los nuevos farmacos aprobados por la FDA se
han retirado posteriormente debido a efectos téxicos tales como cardio o hepatotoxicidad. Por tanto, de los nuevos
farmacos que registré la FDA entre 1994 y 2006, 38 farmacos se retiraron debido al efecto tdxico sobre el higado y
el corazén, que son sintomas tipicos de toxicidad mitocondrial. Evidentemente, estos nuevos farmacos pasaron la
prueba de toxicidad convencional llevada a cabo antes de su aprobacién, y los efectos tdxicos se observaron sélo
después de que un gran numero de pacientes se hubieran tratado con los farmacos. Dykens y Will (2007) sehalan
que las evidencias indican que la disfuncién mitocondrial desempefié un papel en la toxicidad de varios principios
activos que se retiraron del mercado y sélo se reintrodujeron con fuertes restricciones.

Ademas, en los Ultimos afios la funciéon mitocondrial ha recibido mucho interés y se cree generalmente que la
disfuncion de las mitocondrias es un factor que contribuye a la patogenia de un gran niumero de enfermedades (por
ejemplo trastornos musculares, neuropatias, cardiomiopatias, encefalopatia, insuficiencia multiorganica inducida por
septicemia).

Actualmente, la toxicidad mitocondrial de candidatos a farmaco se evalla principalmente en animales y cultivos
celulares, resultados que son dificiles de traducir al futuro uso en seres humanos.

Beeson et al. (Analytical Biochemistry 2010, 404 (1), pags. 75-81) describen un ensayo basado en células para
someter a prueba los efectos tdxicos de farmacos sobre mitocondrias.

Sjovall et al. (Critical Care 2010, 14 (6), pags. 1-11) describen el andlisis de la disfuncién mitocondrial en plaguetas
de individuos que padecen septicemia.

Por consiguiente, existe la necesidad de desarrollar una prueba para la toxicidad mitocondrial, que sea sensible,
reproducible, fiable y facil, y que pueda usarse en pruebas de desarrollo de farmacos.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién se refiere a un método que implica componentes de sangre humana que contienen
mitocondrias. La ventaja del método desarrollado es la medicion de la toxicidad (o de los efectos beneficiosos) de
farmacos en mitocondrias humanas vivas ex vivo, pero tan cerca de la situacion in vivo como sea posible. Los
componentes de la sangre humana que contienen mitocondrias (glébulos blancos y/o plaquetas) se investigan en
plasma, lo que proporciona una relacién muy estrecha con la situacién in vivo. Por tanto, estan presentes todos de la
capacidad tamponante, albumina sérica, electrolitos, enzimas hidrolizantes, etc. durante las mediciones.

El método novedoso dara como resultado directamente una estimacién de una concentracién en sangre téxica
realista en seres humanos que no es posible en cultivos celulares o estudios con animales, que son los métodos
actuales usados. Por tanto, pueden someterse a prueba y examinarse principios activos candidatos para detectar
toxicidad en seres humanos en una fase mucho mas temprana de lo que ahora es posible. A su vez, esto permitira
la eliminacion de candidatos a farmaco toxicos en una fase mas temprana, obviando asi muchas pruebas en
animales y mucho sufrimiento humano futuro. Facilitara la seleccion de principios activos candidatos en una fase
temprana, reduciendo asi el tiempo y el coste globales del desarrollo de farmacos.

El método puede usarse en entornos diferentes con variaciones en la configuracion dependiendo del propésito del
método.

Por tanto, sin limitar el alcance a ello, el método segun la presente invencion puede usarse para:

1. Examinar y seleccionar candidatos a farmaco en fase temprana o tardia en células derivadas de sangre de
individuos sanos o en la denominada capa leucocitica, que es una disolucién concentrada de plaguetas y glébulos
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blancos.

2. Someter a prueba la sensibilidad de un paciente a un téxico mitocondrial conocido.

3. Analizar la toxicidad mitocondrial de farmacos en ensayos clinicos.

4. Analizar los efectos beneficiosos de farmacos destinados a mejorar la funcién mitocondrial.

Un método adecuado para el examen y la seleccion de posibles candidatos a farmaco o para someter a prueba la
sensibilidad de una persona a una sustancia con efecto sobre las mitocondrias (es decir, los puntos 1 y 2 anteriores)
es un método que comprende

i) someter una muestra de células sanguineas humanas que contienen mitocondrias a respirometria de alta
resolucion

ii) afadir a la muestra de células una sustancia que aumenta la fuga de protones a través de la membrana
mitocondrial interna,

iii) anadir a la muestra de ii) una sustancia de prueba en un vehiculo,
vi) afadir a la muestra de iii) un inhibidor de la funcién del complejo mitocondrial |,
v) afiadir a la muestra de vi) un inhibidor de la funcién del complejo mitocondrial Ill, y

vi) comparar el consumo de oxigeno mitocondrial antes y después de la adicion de la sustancia de prueba con el
consumo de oxigeno mitocondrial del vehiculo, en el que una disminucion del consumo de oxigeno mitocondrial
inducida por la sustancia de prueba indica un efecto negativo sobre las mitocondrias, y en el que un aumento del
consumo de oxigeno mitocondrial inducido por la sustancia de prueba indica un efecto positivo sobre las
mitocondrias.

Un protocolo alternativo para examinar y seleccionar posibles candidatos a farmaco o para someter a prueba la
sensibilidad de una persona a una sustancia con efecto sobre las mitocondrias (es decir, los puntos 1 y 2 anteriores)
es investigar el efecto de una sustancia de prueba de este tipo en un ensayo de examen del complejo Il. Un método
de este tipo se ilustra en la figura 11 y comprende

i) someter una muestra de células que contienen mitocondrias vivas aisladas de una muestra de sangre humana a
respirometria de alta resolucion,

i) poner en contacto la muestra de células a una sustancia que inhibe la respiracion del complejo |,
iii) anadir una muestra de prueba que contiene una sustancia de prueba en un vehiculo,

iv) ahadir una sustancia que permeabiliza la membrana plasmatica,

v) anadir una sustancia de referencia a la muestra obtenida en iv), y

v) afadir una sustancia que inhibe la respiracién del complejo Ill.

Los resultados de la prueba se compararon con los resultados obtenidos mediante el método, en el que la sustancia
de prueba usada es idéntica a la sustancia de referencia. Se muestra un resultado tipico en la figura 11, que muestra
que el farmaco candidato puede hasta un cierto grado atravesar la membrana plasmatica (es decir, se logra un
aumento de la respiracién). La adicion de digitonina, que permeabiliza la membrana plasmatica, no da como
resultado un aumento adicional en la respiracion, es decir ningin efecto adicional de la sustancia de prueba. Cuando
se aflade la sustancia de referencia (un sustrato ligado al complejo Il tal como succinato), que es hormalmente un
sustrato enddégeno como un succinato, se observa un aumento de la respiracién y se logra la capacidad maxima.
Después se afade un complejo Ill, tal como antimicina A, para determinar cualquier actividad de consumo de
oxigeno no mitocondrial, tal como autooxidacién de dicha muestra.

En comparacion con los resultados de la sustancia de referencia, que es un sustrato endégeno tal como un
succinato, se observa que la sustancia de referencia no atraviesa la membrana plasmatica. S6lo cuando se
permeabiliza la membrana, por ejemplo, con digitonina, aumenta la respiracion. La adicion adicional de la sustancia
enddgena no cambia la respiracién mientras que la adicion de inhibidor del complejo Il detiene la respiracién
mitocondrial.

Obviamente, el patron observado con una sustancia de prueba puede diferir del mostrado en la figura 11. El método
proporciona informacién valiosa con respecto a si una sustancia de prueba puede atravesar la membrana plasmatica
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e influir en la actividad de consumo de oxigeno mitocondrial de una manera positiva (es decir, aumento de la
respiracién mitocondrial del complejo Il). Por consiguiente, la sustancia de prueba mas ideal tendra un nivel a que es
mayor que a’ y en donde el nivel a es o se aproxima al nivel b’. Se dan mas detalles en los ejemplos en el presente
documento.

Otro enfoque es estudiar la influencia de una sustancia de prueba sobre la respiracién del complejo I, complejo Il y/o
complejo IV. Estudiando la respiracién de los complejos |, Il y/o IV, pueden obtenerse mas detalles con respecto al
impacto de una sustancia especifica sobre la respiracién mitocondrial y para evaluar cualquier efecto positivo o
negativo sobre la funcién mitocondrial. La figura 14 muestra la influencia de aumentar la concentracién de
metformina sobre la respiracion mitocondrial de los complejos |, Il y IV. La figura muestra la disfuncién especifica de
la respiracion del complejo | con concentraciones crecientes de metformina, mientras que la respiracién de los
complejos Il y IV parece no verse afectada.

La respiracion del complejo | (OXPHOSc)) se estimuld por la adiciéon posterior de ADP seguido por un sustrato del
complejo | adicional, glutamato (véase figura 3), seguido por la adicién de cantidades crecientes de una sustancia de
prueba (por ejemplo metformina).

La respiracion del complejo Il se obtuvo por la adiciéon de un inhibidor del complejo | (por ejemplo rotenona) a una
muestra de células seguido por la adicion de cantidades crecientes de una sustancia de prueba.

La respiracion del complejo IV se obtuvo afadiendo N,N,N’,N’-tetrametil-p-fenilendiamina (TMPD, 0,5 mM), un
donador de electrones al complejo IV. Debido al alto nivel de autoxidacién de TMPD, se afadié azida de sodio
(10 mM), un inhibidor del complejo 1V, y la diferencia entre los dos niveles obtenidos se calcul6 como actividad
especifica del complejo IV.

Un método adecuado para investigar los efectos mitocondriales de candidatos a farmaco en ensayos clinicos o en
regimenes de tratamiento (es decir, los puntos 3 y 4 anteriores) es un método que comprende

i) someter una muestra de células sanguineas humanas que contienen mitocondrias a respirometria de alta
resolucion, en el que la muestra de células procede de una persona sometida a un estudio clinico o a un régimen de
tratamiento, y en el que se ha administrado una sustancia de prueba a la persona durante el estudio clinico o el
régimen de tratamiento

ii) afadir a la muestra de células una sustancia que aumenta la fuga de protones a través de la membrana
mitocondrial interna,

iii) afadir a la muestra de ii) un inhibidor de la funcién del complejo mitocondrial |,
vi) afadir a la muestra de iii) un inhibidor de la funcién del complejo mitocondrial Ill, y

v) comparar el consumo de oxigeno mitocondrial de la muestra de la persona sometida al estudio clinico o a un
régimen de tratamiento con el consumo de oxigeno mitocondrial de una muestra de control, en el que una
disminucion del consumo de oxigeno mitocondrial indica un efecto negativo sobre las mitocondrias, y en el que un
aumento del consumo de oxigeno mitocondrial indica+ un efecto positivo sobre las mitocondrias.

Tal como se observa a partir de lo anterior, los métodos son casi idénticos y sélo varian con respecto a las muestras
que se someten a prueba, es decir si es una sustancia de prueba o una muestra de células de una persona
sometida o bien a un ensayo clinico o bien a un régimen de tratamiento. La persona sometida al ensayo clinico o a
un régimen de tratamiento recibe una sustancia de prueba o un principio activo segun el ensayo clinico o régimen de
tratamiento. Esto quiere decir que las mitocondrias aisladas de una muestra de sangre de tal persona se han
expuesto al principio activo o al posible principio activo en cuestion y por consiguiente, cualquier efecto de una
sustancia de este tipo sobre la respiracién mitocondrial puede observarse mediante el método descrito en el
presente documento.

La respiraciéon mitocondrial se sigue mediante el uso de respirometria. Se describen parametros adecuados en los
ejemplos en el presente documento, pero un experto en la técnica sabra como cambiar o ajustar los parametros si
es necesario 0 si se usa otro aparato.

La muestra de sangre puede ser una muestra de sangre venosa. Pueden aislarse y usarse plaquetas o glébulos
blancos o una combinacién de los mismos.

Ejemplos adecuados de sustancias que aumentan la permeabilidad de las membranas mitocondriales internas a los
protones son carbonilcianuro-(p-trifluorometoxi)-fenilhidrazona (FCCP), carbonilcianuro-m-clorofenilhidrazona
(CCCP), 2,4-dinitrofenol (DNP) u otro protonéforo.

En los ejemplos en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, se dan detalles adicionales para los
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métodos.
A continuacion se dan detalles con respecto a los métodos anteriores.

1. Examen y seleccion de candidatos a farmaco en fase temprana o tardia en células derivadas de sangre de
individuos sanos o en la denominada capa leucocitica, que es una disolucion concentrada de plaquetas y glébulos
blancos

Un método de este tipo comprende

i) someter una muestra de células que contienen mitocondrias vivas aisladas de una muestra de sangre venosa
humana a respirometria de alta resoluciéon a concentraciones de oxigeno en el intervalo de O2 400-25 puM a una
temperatura constante de 37°C

ii) poner en contacto la muestra de células con una sustancia que aumenta la permeabilidad de membranas
mitocondriales internas a protones tal como carbonilcianuro-(p-trifluorometoxi)-fenilhidrazona (FCCP),
carbonilcianuro-m-clorofenilhidrazona (CCCP), 2,4-dinitrofenol (DNP) u otro proton6foro para obtener la capacidad
maxima del sistema de transporte de electrones de las mitocondrias presentes en las plaquetas,

iii) afadir una muestra de prueba que comprende una sustancia de prueba en un vehiculo; la adicion es
normalmente en dosificacion gradualmente creciente, en comparacion con la adicion de vehiculo,

iv) poner en contacto la muestra resultante de iii) con un inhibidor de la funcion del complejo mitocondrial I, tal como
rotenona, para dilucidar la respiracion celular dependiente de la oxidacion de sustratos del complejo I,

v) poner en contacto la muestra resultante de iv) con el inhibidor de la funcién del complejo mitocondrial Ill, tal como
antimicina A, para determinar cualquier actividad de consumo de oxigeno no mitocondrial, tal como autooxidacion de
dicha muestra, y

iv) comparar el consumo de oxigeno antes y después de la adicién de la muestra de prueba y comparar el consumo
de oxigeno entre la prueba y el vehiculo, en el que una disminucién del consumo de oxigeno indica un efecto
negativo sobre las mitocondrias.

La disminucion puede ser significativa o dependiente de la dosis.

Tal como se mencion6 anteriormente, la muestra de sangre humana es de individuos sanos. Normalmente la
muestra se obtiene tal como se describe en los ejemplos en el presente documento. Las células son normalmente o
bien plaguetas o bien glébulos blancos o bien una combinacién de los mismos.

Las células pueden estar suspendidas en plasma humano (en algunos casos el plasma del propio sujeto) o pueden
estar suspendidas en tampdn acuoso que contiene por ejemplo sacarosa, HEPES, lactobionato de K, cloruro de
magnesio, dihidrogenofosfato de potasio, EGTA y BSA u otros tampones adecuados. El pH se ajusta normalmente a
pH entre 7,0 y 7,5, especialmente 7,1. Normalmente, se prefiere la disolucién en plasma para glébulos blancos o
para plaquetas intactos con el fin de imitar la situacién in vivo lo mejor posible. Sin embargo, en determinadas
situaciones, o como complemento a la disolucién en plasma, puede usarse una solucion salina tamponada con
fosfato con adicion de glucosa 5 mM (puede usarse para comparacion con ejecuciones en plasma), o un tipo mas
intracelular de tampo6n que contiene productos intermedios del ciclo de Krebs para plaquetas o glébulos blancos
permeabilizados. El tipo intracelular se usaria para plaquetas (y WBC, white blood cells) permeabilizados y cuando
los sustratos respiratorios mitocondriales estén presentes en exceso (en cantidades saturables) para maximizar el
transporte de electrones y aumentar la resolucion del ensayo.

Las células obtenidas a partir de la muestra de sangre humana pueden someterse a ensayo o bien intactas o bien
permeabilizadas.

Pueden usarse diferentes protocolos experimentales dependiendo de si se usan plaquetas o glébulos blancos
intactos o permeabilizados (protocolo de SUIT, titulacién de sustrato-desacoplador-inhibidor, Substrate-Uncoupler-
Inhibitor Titulation). En general, se usan plaquetas o glébulos blancos intactos. Se usan plaquetas o glébulos
blancos permeabilizados para reunir tanta informacién como sea posible de la capacidad de los diferentes complejos
respiratorios durante un experimento. La permeabilizaciéon de la plaqueta se lleva a cabo sometiendo las células a
digitonina u otras sustancias que hacen que la membrana plasmatica de las células sea permeable a sustratos y
ADP. Oftras sustancias pueden ser saponina o tritén-x. Tal como se observa a partir de los ejemplos en el presente
documento, se encontré que una dosificacion 6ptima de digitonina era de 1 ug/1 x 10° plaquetas.

Las células se suspenden normalmente en la camara de vidrio del aparato en una concentracion de desde 200 x
10%ml hasta 400 x 10%/ml.
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La muestra de prueba puede afadirse varias veces en concentraciones crecientes con el fin de identificar la
concentracién minima que proporciona un efecto negativo sobre las mitocondrias (es decir, efecto tdxico). La
concentracién inicial y final de la sustancia de prueba depende de la potencia de la sustancia, pero estara
normalmente en un intervalo de desde submicromolar hasta milimolar.

Por tanto, el método puede usarse para determinar qué niveles de dosis son seguros y cudles no y, por
consiguiente, deben evitarse.

El método puede usarse también para comparar dos 0 mas principios activos o principios activos candidatos entre si
con el fin de identificar la sustancia con el perfil mas seguro. Por tanto, el método se repite con la(s) otra(s)
sustancia(s) en investigacién y se comparan los resultados obtenidos. La sustancia que tiene la menor disminucién
de la respiracién en comparacion con el nivel normal es la sustancia mas segura con respecto a efectos toxicos
mitocondriales.

Las figuras 7-9 muestran el resultado de tal comparacién. La figura 7 muestra los resultados obtenidos a partir de
dos experimentos con agentes antidiabéticos; uno que implica titulacion con el principio activo troglitazona y el otro
experimento con el uso de rosiglitazona. La figura 7 muestra claramente que la rosiglitazona es un principio activo
mas seguro que la troglitazona con respecto a la toxicidad mitocondrial. La troglitazona ya no esta en el mercado
debido a efectos toxicos.

La figura 8 muestra los resultados obtenidos a partir de dos experimentos usando minociclina y doxiciclina, que
indican que la doxiciclina es mas segura que la minociclina.

La figura 9 muestra los resultados obtenidos a partir de dos experimentos usando cerivastatina y simvastatina, que
muestran que la simvastatina es mas segura que la cerivastatina. De hecho, la cerivastatina ya se ha retirado del
mercado, mientras que la simvastatina esta todavia en el mercado.

Se afiade carbonilcianuro-(p-trifluorometoxi)-fenilhidrazona (FCCP) u otra sustancia que aumenta la permeabilidad
de la membrana mitocondrial interna a protones para obtener la capacidad maxima del sistema de transporte de
electrones de las mitocondrias presentes en las plaguetas. Tal como se observa a partir de los ejemplos en el
presente documento, una concentracién de desde aproximadamente 5 hasta aproximadamente 100 uM da una
respuesta adecuada. Cuando se usa plasma para disolver el sedimento de plaquetas, se enconir6 que una
concentracién 6ptima era de aproximadamente 100 uM con un intervalo adecuado de desde aproximadamente 50
hasta aproximadamente 200 uM, y cuando se usé solucion salina tamponada con fosfato (PBS) era 6ptima una
concentracibn mas baja, concretamente 6 uM aproximadamente con un intervalo de desde 2 hasta
aproximadamente 20 uM.

En un momento adecuado después de que se haya afadido la sustancia de prueba (tal como desde 1 hasta 10 min),
se afaden secuencialmente un inhibidor del complejo | (Cl) tal como rotenona y un inhibidor del complejo Il (CllI) tal
como antimicina-A para inhibir el sistema de transporte de electrones (ETS, electron transport system), lo que
proporciona el consumo de oxigeno residual, no mitocondrial, que se resta de los diferentes parametros respiratorios
en andlisis adicionales. Este procedimiento permite la evaluacion de la respiracidon mitocondrial especifica y puede
revelar también las propiedades de autooxidacion de los compuestos sometidos a prueba.

Se afiade rotenona en una cantidad correspondiente a una concentracion final en la muestra de aproximadamente
2 uM con un intervalo de desde aproximadamente 1 hasta aproximadamente 5 uM. Si se usa otro inhibidor del
complejo |, la concentracion final debe tener un tamano que conduce al mismo efecto que si se usa rotenona.

Se anade antimicina-A en una cantidad que corresponde a una concentracion final en la muestra de
aproximadamente 1 pg/ml con un intervalo de desde aproximadamente 0,1 hasta aproximadamente 10 ug/ml. Si se
usa otro inhibidor del complejo lll, la concentracion final debe tener un tamafo que conduce al mismo efecto que si
se usa antimicina-A.

La antimicina-A se afiade siempre después de la rotenona con el fin de determinar la actividad del complejo Il tras la
inhibicion del complejo I.

Los detalles de los experimentos aparecen en los ejemplos y las reivindicaciones en el presente documento.

2. Someter a prueba la sensibilidad de un paciente a un téxico mitocondrial conocido

En la actualidad muchos de los toxicos mitocondriales conocidos estan registrados y se usan. Sin embargo, el
médico querria saber, antes de iniciarse el tratamiento con el farmaco, si el paciente es sensible a estos farmacos.

Un ejemplo es el farmaco antiepiléptico ampliamente usado acido valproico, que puede provocar dafio cerebral o
hepatico grave si se administra a los pacientes equivocados.
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Un método de este tipo es en esencia el mismo que se describi6 en el punto 1) anterior. EIl método comprende

i) someter células que contienen mitocondrias vivas aisladas de una muestra de sangre venosa humana a
respirometria de alta resolucién a concentraciones de oxigeno en el intervalo de O» 400-25 puM a una temperatura
constante de 37°C,

ii) poner en contacto la muestra de células con carbonilcianuro-(p-trifluorometoxi)-fenilhidrazona (FCCP) u otra
sustancia que aumenta la permeabilidad de la membrana mitocondrial interna a protones para obtener la capacidad
maxima del sistema de transporte de electrones de las mitocondrias presentes en las plaquetas,

iii) afadir una muestra de prueba que comprende dicha sustancia en dosificacion gradualmente creciente, en
comparacion con la adicion de vehiculo,

iv) poner en contacto la muestra resultante de iii) con un inhibidor de la funcion del complejo mitocondrial I, tal como
rotenona, para dilucidar la respiracion celular dependiente de la oxidacion de sustratos del complejo I,

v) poner en contacto la muestra resultante de iv) con el inhibidor de la funcién del complejo mitocondrial Ill, tal como
antimicina A, para determinar cualquier actividad de consumo de oxigeno no mitocondrial, tal como autooxidacion de
dicha muestra, y

vi) comparar el consumo de oxigeno antes y después de la adicion de la muestra de prueba, en el que una
disminucion en el consumo de oxigeno indica un efecto negativo sobre las mitocondrias.

En el presente documento, se toma la muestra de sangre humana del paciente que puede someterse a un
tratamiento especifico con un principio activo o principio activo candidato especifico y la muestra de prueba contiene
el principio activo o principio activo candidato especifico.

Segun se describid anteriormente en 1), la muestra de prueba puede afnadirse varias veces en concentraciones
crecientes con el fin de identificar la concentracion minima que da un efecto negativo sobre las mitocondrias (es
decir, efecto toxico). La concentracion inicial y final de la sustancia de prueba depende de la potencia de la
sustancia, pero normalmente serd de hasta 10 veces los niveles finales o de estado estacionario para explicar la
acumulacion de farmacos en tejidos.

Por tanto, el método puede usarse para determinar qué niveles de dosis son seguros y cudles no vy, por
consiguiente, deben evitarse.

El método puede usarse también para determinar qué principio activo de una serie de posibilidades debe
seleccionarse para el paciente particular. Por tanto, el método puede implicar la comparacion de dos o mas
principios activos o principios activos candidatos entre si con el fin de identificar la sustancia con el perfil mas seguro
en el paciente en cuestion. Por tanto, el método se repite con otras sustancias y los resultados obtenidos se
comparan. La sustancia que tiene la menor disminucién de la respiracion en comparacion con el nivel normal es la
sustancia mas segura con respecto a los efectos téxicos mitocondriales para el paciente en cuestion.

Todos los detalles relativos a las partes individuales del método son tal como se describié anteriormente en el
presente documento y se hace referencia a ello.

3. Andlisis de la toxicidad mitocondrial de farmacos en ensayos clinicos

El ensayo clinico puede ser cualquier ensayo, por ejemplo estudios de busqueda de dosis, estudios de seguridad en
seres humanos etc. y el método se basa en una simple toma de muestras de sangre. Pueden evaluarse tanto
efectos a corto plazo, agudos, a largo plazo, como crénicos. Un ejemplo sorprendente son los medicamentos contra
el VIH, que pueden dar sintomas de insuficiencia mitocondrial tras su uso a largo plazo (debido al agotamiento del
ADN mitocondrial). Para este fin es una gran ventaja del presente método que permite la determinacion de la
toxicidad combinada del principio activo asi como sus metabolitos circulantes en el plasma del sujeto.

Un método de este tipo es esencialmente el mismo que se describié anteriormente, pero la muestra de sangre
humana se toma del sujeto incluido en el estudio y de individuos sanos que funcionan como un grupo de control. Por
consiguiente, el sujeto ha recibido un principio activo o un posible principio activo antes de que se tome la muestra
de sangre. La respiracion mitocondrial puede seguirse durante el régimen de tratamiento o el estudio clinico
completo tomando regularmente una muestra de sangre del sujeto en cuestion.

Por tanto, un método de este tipo comprende mas especificamente
i) someter células que contienen mitocondrias vivas aisladas de una muestra de sangre venosa humana a

respirometria de alta resolucién a concentraciones de oxigeno en el intervalo de O» 400-25 puM a una temperatura
constante de 37°C, en el que la muestra de sangre humana se obtiene de una persona sometida a un estudio clinico
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0 a un régimen de tratamiento, y en el que se ha administrado una sustancia de prueba a la persona durante el
estudio clinico o el régimen de tratamiento,

ii) poner en contacto la muestra de células con carbonilcianuro-(p-trifluorometoxi)-fenilhidrazona (FCCP) u otra
sustancia que aumenta la permeabilidad de la membrana mitocondrial interna a protones para obtener la capacidad
maxima del sistema de transporte de electrones de las mitocondrias presentes en las plaquetas,

iii) poner en contacto la muestra resultante de ii) con un inhibidor de la funciéon del complejo mitocondrial I, tal como
rotenona, para dilucidar la respiracion celular dependiente de la oxidacion de sustratos del complejo I,

iv) poner en contacto la muestra resultante de iii) con el inhibidor de la funcién del complejo mitocondrial 111, tal como
antimicina A, para determinar cualquier actividad de consumo de oxigeno no mitocondrial, tal como autooxidacion de
dicha muestra, y

v) comparar el consumo de oxigeno de la muestra de sangre humana de una persona sometida al estudio clinico o
al régimen de tratamiento con el consumo de oxigeno de una muestra de sangre humana de una persona de un
grupo de control, en el que una disminuciéon en el consumo de oxigeno en comparacion con el control indica un
efecto negativo sobre las mitocondrias.

En el presente contexto un estudio clinico puede ser cualquier estudio incluyendo estudios preclinicos y estudios de
seguridad a largo plazo. Tal como se observa a partir de lo anterior, la persona puede también ser un paciente que
padece una enfermedad o trastorno y se somete a un régimen de tratamiento con uno o mas principios activos o
principios activos candidatos.

Las muestras pueden ser de un individuo o pueden ser muestras agrupadas de mas individuos. En algunos casos se
recoge el plasma de pacientes que se someten a tratamiento con un farmaco en ensayos clinicos o de otra manera.
El plasma debe centrifugarse y puede congelarse y almacenarse hasta que pueda realizarse el analisis. El plasma
contendria farmaco original asi como metabolitos del farmaco (que pueden ser tan téxicos o mas para las
mitocondrias que el farmaco original). El plasma se descongelaria y las plaquetas o glébulos blancos (WBC) sanos
podrian sumergirse en este plasma para ver si ello afectaria a la funcién mitocondrial. Hay varios beneficios con esto
incluyendo que no es necesario transportar sangre de ensayos clinicos urgentemente para el analisis.

Todos los detalles relativos a las partes individuales del método son tal como se describe en el presente documento
y se hace referencia a ello.

4. Andlisis de los efectos beneficiosos de farmacos destinados a mejorar la funcion mitocondrial

Pueden ejecutarse grandes programas de examen antes de los ensayos clinicos en células derivadas de sangre de
individuos sanos o de capa leucocitica. El analisis puede llevarse a cabo también en la sangre del paciente (a
menudo nifios) antes del tratamiento y durante el tratamiento y tras los cambios en la dosificacion.

El método es esencialmente idéntico al método descrito en el punto 3, pero las muestras de sangre humana se
toman de los pacientes antes y durante el tratamiento o después de los cambios en la dosificacion o en la via o
forma de administracion. Las muestras se analizan y los resultados se comparan. Por tanto, puede tomarse una
primera muestra de sangre antes del tratamiento (0 de cualquier cambio en el tratamiento) y puede tomarse una
segunda muestra de sangre durante el tratamiento o después de cualquier cambio en el tratamiento. El efecto del
tratamiento puede seguirse también sometiendo a prueba muestras tomadas en ese momento durante el
tratamiento.

Por tanto, un método de este tipo comprende

i) someter células que contienen mitocondrias vivas aisladas de una muestra de sangre venosa humana a
respirometria de alta resolucién a concentraciones de oxigeno en el intervalo de O» 400-25 puM a una temperatura
constante de 37°C, y en el que se ha administrado una sustancia de prueba a la persona antes de que se tome la
muestra de sangre,

ii) poner en contacto la muestra de células con carbonilcianuro-(p-trifluorometoxi)-fenilhidrazona (FCCP) u otra
sustancia que aumenta la permeabilidad de la membrana mitocondrial interna a protones para obtener la capacidad
maxima del sistema de transporte de electrones de las mitocondrias presentes en las plaquetas,

iii) poner en contacto la muestra resultante de ii) con un inhibidor de la funciéon del complejo mitocondrial I, tal como
Rotenona, para dilucidar la respiracién celular dependiente de la oxidacién de sustratos del complejo I,

iv) poner en contacto la muestra resultante de iii) con el inhibidor de la funcién del complejo mitocondrial 111, tal como
antimicina A, para determinar cualquier actividad de consumo de oxigeno no mitocondrial, tal como autooxidacion de
dicha muestra,
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v) comparar el consumo de oxigeno de una primera muestra de sangre humana con el consumo de oxigeno de una
segunda muestra de sangre, en el que una disminucién en el consumo de oxigeno indica un efecto negativo sobre
las mitocondrias y un aumento en el consumo de oxigeno indica un efecto positivo sobre las mitocondrias.

El resultado se compara con un control o referencia.

Las etapas i)-v) pueden repetirse con una tercera, cuarta, quinta etc. muestra dependiente de la clase de cambio
que se investiga.

La primera muestra puede ser una muestra de control, es decir una muestra de sangre tomada antes de que se
inicie cualquier tratamiento. Alternativamente, la primera y segunda muestras representan muestras de sangre
tomadas a diferentes puntos de tiempo durante un régimen de tratamiento. Por ejemplo si un régimen de tratamiento
dura una semana, la primera muestra puede tomarse el dia 1 (muestra de referencia) y la segunda muestra el dia 2
(y muestras adicionales tomadas en los dias siguientes). Si se cambia un régimen de dosis, la primera muestra de
sangre puede tomarse antes de que se cambie la dosis y la segunda muestra después de que se cambie la dosis.

La figura 10 muestra los trazos experimentales del efecto beneficioso y tdxico sobre la respiracién mitocondrial de un
posible candidato a farmaco en comparacion con el control.

Todos los detalles con respecto a las partes individuales del método son tal como se describe en el presente
documento y se hace referencia a ello.

Funcidn de las mitocondrias

La disfuncién mitocondrial se reconoce en enfermedades primarias de la cadena respiratoria debidas a mutaciones
del ADN nuclear o mitocondrial y también esta implicada en trastornos tales como enfermedad de Huntington, de
Alzheimer y de Parkinson asi como el resultado de inflamacion excesiva tal como en septicemia (Brealey et al.,
2002; Ferreira et al., 2010; Kones, 2010; Rosenstock et al., 2010).

El estudio de la funcién mitocondrial es esencial tanto para investigacion basica de la fisiologia mitocondrial y los
mecanismos patégenos, asi como para el diagnéstico de enfermedades mitocondriales. Un método comun para
investigar la funciéon mitocondrial es la determinacion de la actividad enzimatica maxima de complejos del sistema de
transporte de electrones (ETS, electron transport system) individuales en mitocondrias alteradas por
espectrofotometria. El beneficio de este procedimiento es su facil almacenamiento y transporte a instalaciones de
laboratorio centrales con andlisis de alto rendimiento dado que las muestras pueden congelarse (Haas et al., 2008).
Sin embargo, la mitocondria y sus componentes no funcionan como unidades aisladas. Los complejos de la cadena
respiratoria estan interconectados en el ETS que a su vez se relnen en complejos multienzimaticos y
supercomplejos (Lenaz y Genova, 2009). Las mitocondrias experimentan fusién y fisién, forman redes y producen
interferencias con otros compartimentos subcelulares (Picard et al., 2011). Esto resalta claramente la necesidad de
analizar la funcion mitocondrial sin, 0 al menos con minima, alteracién celular y con un entorno tan cercano como
sea posible al fisioldgico. Esto puede lograrse usando mediciones polarograficas de la respiracion mitocondrial en
células (Kitchens y Newcomb, 1968). La respiracién puede analizarse en células intactas con medios circundantes
naturales, tales como plasma, utilizando sustratos enddgenos. Adicionalmente, con la permeabilizacion de la
membrana celular, puede lograrse acceso directo a las mitocondrias para inhibidores y sustratos e investigarse
complejos individuales del ETS sin la necesidad de alteracion celular ni purificacién mitocondrial (Hutter et al., 2006).

Cuando se selecciona qué tejido investigar para reunir pruebas de disfuncion mitocondrial la mejor eleccién es el
tejido mas profundamente afectado por el proceso patolégico en un paciente dado. Sin embargo, esto casi nunca es
posible debido a la invasividad y los riesgos asociados con biopsias de érganos internos tales como cerebro, higado
y corazon. Por tanto, se usan otros tejidos y lo mas comunmente células musculares y fibroblastos cutaneos (Haas
et al., 2008).

Las plaguetas son una fuente facilmente obtenible de mitocondrias viables y la toma de muestras es menos invasiva
en comparacion con biopsia de muasculo o piel. Las alteraciones mitocondriales de las plaquetas se han demostrado
en una variedad de enfermedades, que afectan principalmente a otros sistemas de 6rganos (Hauptmann et al., 2006;
Krige et al., 1992) asi como en el proceso de envejecimiento (Merlo Pich et al., 1996; Xu et al., 2007) y se ha
propuesto por tanto que sirven como un posible marcador de disfuncién mitocondrial sistémica (Sjévall et al., 2010;
Xu et al., 2007). Ademas, las plaquetas son muy adecuadas para el analisis polarografico (Kitchens y Newcomb,
1968; Sjovall et al., 2010).

Desarrollo de un método segun la invencion
El objetivo del estudio notificado en la seccién experimental fue establecer una metodologia y hacer una evaluacion

profunda de la funcion respiratoria de plaquetas normales ex vivo en células viables intactas y la funcién de
complejos individuales en células permeabilizadas usando respirometria de alta resolucién. En segundo lugar, se
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estudiaron el impacto del almacenamiento en entorno frio y a temperatura ambiente, la influencia del género y la
edad y, en tercer lugar, la constancia del método aplicado a diferentes cohortes de referencia.

Para detalles relacionados con la configuracién experimental se hace referencia a la seccion experimental.

Se presentan datos que reflejan la funcion respiratoria mitocondrial de plaquetas normales de varias cohortes de
referencia diferentes. La fosforilacién oxidativa representa aproximadamente el 85% de la produccién de energia en
la plaqueta en reposo (Kilkson et al., 1984) y ademas de la glicolisis, la B-oxidacién de acidos grasos contribuye
también al suministro de sustratos (Cesar et al., 1987). La capacidad respiratoria de reserva de las plaquetas
intactas, es decir, cuanto puede aumentar la respiracién mediante el desacoplador FCCP con respecto al estado
habitual, fue mayor en plaguetas suspendidas en plasma en comparaciéon con PBS tal como se indica por las
diferencias en ETS/habitual (tabla 2). Esto refleja probablemente los diversos tipos y niveles de suministro de
sustratos en los diferentes medios. La capacidad respiratoria de reserva de las plaquetas intactas fue
aproximadamente del 64%, cuando los experimentos se llevaron a cabo en PBS con glucosa sélo como sustrato
exdgeno, en comparacion con aproximadamente el 88% cuando las células se incubaron y analizaron en su propio
plasma donde tienen un suministro de sustrato fisiolégico. Cuando se exponen a oligomicina, la capacidad
respiratoria de reserva fue generalmente menor, aproximadamente del 28% en PBS-glucosa y del 25% en plasma,
reflejando posiblemente rutas de oxidacion dependientes de energia comprometidas de glucosa y otros sustratos en
células con produccion de ATP inhibida.

En células permeabilizadas, tanto la glicolisis como la B-oxidacién se sortean proporcionando cantidades de
saturacion de sustratos al ciclo del acido citrico. El resultado es un ETS y circuito de protones que puede evaluarse
sin que los sustratos sean limitantes de la tasa. Pudo aumentarse el consumo méaximo de oxigeno, o bien estimulado
por ADP (acoplado) o bien por FCCP (desacoplado), en ~ 50% adicional en células permeabilizadas en comparacion
con células intactas. Esto sugiere una etapa limitante de la tasa del suministro de sustratos en células intactas
estimuladas que no estd presente en el estado en reposo ya que la respiracion habitual era similar
independientemente de los medios de suspension. Las plaquetas intactas usan NADH y entrada de electrones a
través del complejo | casi exclusivamente ya que no pudo detectarse respiracion dirigida por el complejo Il después
de la inhibicion del complejo | por rotenona. El hallazgo de que los valores de respiracion de ETS de células intactas
estaban en el mismo intervalo que para OXPHOSc de células permeabilizadas presta respaldo adicional a esta
nocion. Esto también enfatiza la importancia de alimentar los ETS con electrones de tanto el complejo | como el
complejo 1l en la unién Q con el fin de establecer el transporte de electrones maximo en células permeabilizadas.
Con un suministro de sustrato no restringido, el complejo | contribuye aproximadamente 2/3 y el complejo 1l 1/3 de la
respiracion total en la entrada de electrones convergente. No se observd que la ATP sintasa provocase ninguna
limitacion de la tasa significativa ya que las capacidades respiratorias estimuladas por ADP y por FCCP maximas
eran similares con una razén OXPHOSc./ETScu.i cercana a uno. Ademas, la respiracion de las plaquetas present6
un fuerte acoplamiento con la fosforilacion oxidativa tal como se demostré por una baja respiracion de LEAK en
relacién con la capacidad respiratoria maxima y las razones ETS/LEAK altas correspondientes tanto en células
intactas como en células permeabilizadas. Se observé un estado de LEAK superior en células permeabilizadas en
comparaciéon con células intactas. Aunque la permeabilizacién de la membrana plasmatica con digitonina pudo
afectar a la permeabilidad de la membrana mitocondrial, esto no esté respaldado por los hallazgos ya que hubo un
gran margen de seguridad de la concentracién de digitonina observado en los experimentos de titulacién de
digitonina. No hubo tampoco ningln efecto sobre la respiraciéon por citocromo ¢ exdgeno y por tanto la membrana
externa mitocondrial permanecié intacta. Una explicacién mas probable es que con suministro de sustrato de
saturacion puede generarse un gradiente de protones mayor a través de la membrana interna aumentando la
respiracion de LEAK ya que esta tasa de respiracion basal estd en proporcion con la fuerza de protron-motriz
(Nicholls, 1977).

La reduccion en la funcién mitocondrial con la edad ha estado muy implicada (Lesnefsky y Hoppel, 2006; Vendelbo y
Nair, 2011). En las plaquetas se observd una disminucién de la respiracién del complejo 1l con la edad sin un efecto
sobre la funcién respiratoria global, un efecto relacionado principalmente con una diferencia entre la cohorte
pediatrica y la de adultos. El declive en la respiracion parecia ser especifico del complejo Il ya que un efecto mas
aguas abajo sobre el complejo Ill, complejo IV o la ATP-sintasa también deberia haber influido en la actividad de
ETS o0 OXPHOS maxima.

La diferencia entre la respiracion habitual y la respiracion de LEAK se atribuye generalmente a la produccion de ATP
en reposo. Dado que el estado de LEAK permanecié al mismo nivel a lo largo de toda la franja de edad estudiada, el
aumento de la respiracion habitual observado en el presente documento sugiere un produccion de ATP basal
aumentada con la edad. Generalmente hay un declive en la tasa metabdlica en reposo con la edad (Johannsen y
Ravussin, 2010) pero como ello afecta a diversos tejidos no esta dilucidado claramente. Porqué las plaquetas
requeririan una produccion de ATP basal aumentada con la edad no queda claro a partir del presente estudio. En
comparacién con los homologos de adultos suecos, los voluntarios japoneses mostraron una respiracion de LEAK
aproximadamente el 27% superior. Esto dio como resultado una ETSc/l/LEAK significativamente aumentada en la
respiracion dirigida por sustrato del complejo Il pero una OXPHOS¢/LEAK y OXPHOSc./LEAK significativamente
reducidas. Se ha notificado que japoneses y caucasicos muestran diferencias en los patrones de enfermedad
(Benfante, 1992). Esto se ha explicado tanto por diferencias genéticas pero también debido a factores de la
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alimentacion y el estilo de vida ya que las diferencias, en gran medida, desaparecen en una poblacion migrante
(Yamori, 2006). La comida japonesa es tradicionalmente rica en pescado y otros productos marinos que tienen un
alto contenido de FFA con propiedades desacoplantes (Cha et al., 2001; Davis et al., 2008). Se ha sugerido que un
desacoplamiento moderado es beneficioso en cuanto al envejecimiento debido a una fuerza protéon-motriz reducida y
como resultado menos produccion de ROS (Brand, 2000). EI ADN mitocondrial japonés estd dominado por el
haplogrupo D en comparacién con el europeo donde el haplogrupo H es predominante. Con respecto al tamafio de
muestra pequeno, las diferencias observadas en este estudio podrian por tanto o bien ser genéticas o bien estar
relacionadas con el estilo de vida o con una combinacién de ambos. Se necesitan estudios adicionales para aclarar
estas cuestiones. Los niveles de respiracion de muestras de cordon umbilical fueron generalmente mayores en
comparacion con las otras cohortes. Esto es probablemente un reflejo de los requisitos diferentes entre la vida intra 'y
extrauterina. Sin embargo, son escasos los datos sobre la funcion mitocondrial en la vida fetal (Yanicostas et al.,
2011).

El método presentado podria servir potencialmente como un complemento a la presente evaluacion convencional de
enfermedad mitocondrial sospechada que habitualmente implica biopsias musculares. Como tal, estan recogiéndose
actualmente datos de varias cohortes diferentes tales como pacientes con trastornos neurodegenerativos y nifios
recién nacidos con trastornos mitocondriales sospechados. Se desea por tanto evaluar las limitaciones planteadas
por el almacenamiento y el pequefio volumen de muestra. Aun cuando el almacenamiento en viales de EDTA no es
un medio optimizado para las plaquetas, parece que solo hay alteraciones sin importancia en la funcién respiratoria
después de 24 h de almacenamiento en sangre. Para fines de diagnéstico, podia por tanto transportarse
potencialmente una muestra a instalaciones centrales a lo largo de distancias mas largas con la posibilidad
mantenida de andlisis de la capacidad respiratoria en plaquetas viables. En nifios muy pequefios puede haber
limitaciones con respecto a cuanta sangre puede extraerse para diferentes analisis y se evalud por tanto lo bajas
que serian las concentraciones de plaquetas que podrian usarse y todavia obtener valores fiables. A 50 x 10°
plaguetas/ml el consumo de oxigeno absoluto era sbélo de aproximadamente 25 nmol/ml para un experimento
completo. Los estados respiratorios no se vieron afectados cuando se evaluaron a diferentes concentraciones con la
excepcion de ETSq . i, que se redujo ligeramente a 50 x 10° plaquetas/ml. El motivo de esto no esta completamente
claro pero el efecto maximo de FCCP y su impacto de unién inespecifica a otras membranas celulares pueden
alterarse con un contenido celular reducido incluso si se titulan cuidadosamente.

La fortaleza del presente método es la capacidad para combinar analisis tanto de plaquetas intactas como
permeabilizadas. Analizar células intactas suspendidas en el plasma del propio sujeto es un entorno experimental
probablemente muy similar a las condiciones fisioldgicas. Esto hace posible estudiar no sélo defectos genéticos
inherentes sino también defectos mitocondriales inducidos por factores exdgenos tales como toxinas o productos
farmacéuticos. Puede obtenerse informacion adicional de células permeabilizadas donde pueden usarse protocolos
de titulacion diferentes (SUIT) para cambiar el control de flujo a diferentes partes del sistema respiratorio para
dilucidar donde esta situada la patologia.

Aunque la respirometria puede considerarse como uno de los métodos preferidos en la evaluaciéon de la funcion
bioenergética mitocondrial (Brand y Nicholls, 2011), y las mitocondrias de plaquetas parecen ser una buena fuente
de mitocondrias humanas viables, el método tiene limitaciones. Las enfermedades que afectan a las mitocondrias
pueden ser mas 0 menos especificas de tejido y se sabe que las mutaciones en el ADNmt se expresan a diferentes
razones en diferentes tejidos, un fenébmeno conocido como heteroplasmia. Como tales, las alteraciones podrian no
reconocerse si no estan sustancialmente presentes en el tejido analizado. Las células tienen la capacidad de
compensar niveles decrecientes de ATP presentan habitualmente un umbral donde la compensaciéon ya no puede
producirse mas y se sobreviene un fallo organico (Rossignol et al., 2003). Por tanto es dificil predecir a qué nivel la
respiracién mitocondrial reducida debe considerarse patolégica. Sin embargo, todas las limitaciones anteriores no
son Unicas para el presente método sino que existen independientemente de qué tejido o técnica esta usandose.
Con el presente protocolo de titulaciéon no se incluyeron mediciones especificas del complejo IV que normalmente se
realizan mediante el donador de electrones artificial TMPD conjuntamente con ascorbato para mantener TMPD
reducido. TMPD/ascorbato se somete a autooxidacion catalizada por diferentes proteinas que contienen metales
(tales como citocromo C) y es también dependiente de la concentracion de oxigeno. Debido a la naturaleza de la
preparacion de las muestras, varia la cantidad de material celular inespecifico y plasma y por tanto no es posible
hacer ninguna correccién de fondo para autooxidacion de TMPD/ascorbato.

Conclusion

Las mediciones respiratorias de plaquetas son muy adecuadas para estudiar mitocondrias humanas en condiciones
fisiologicas ex-vivo. Se demuestra que pueden obtenerse resultados fiables con cantidades minUsculas de muestra y
después de almacenamiento hasta 24 h usando respirometria de alta resolucion. Aplicando protocolos de SUIT
diferentes puede obtenerse informacion detallada de la capacidad respiratoria de las células y diferencias entre
diferentes cohortes y se describe cémo evaluar estos resultados. Este enfoque puede ser adecuado para evaluar
trastornos mitocondriales activados exégenamente asi como enddgenos y esta evaluandose actualmente el método
para estos fines.

Leyendas de las figuras
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Figura 1. Trazado representativo de la titulacion de digitonina. Plaquetas a una concentracion de 100 * 10%/ml
suspendidas en tampén MiR05 que contiene inicialmente succinato 5 mM y ADP 1 mM. Después de la estabilizacion
a respiracion habitual se inhibié el complejo | mediante rotenona seguido por titulacién de digitonina gradual (20 pg)
hasta que no se detecté aumento adicional.

Figura 2. Protocolo experimental de plaquetas intactas. La respiracion endégena (habitual) estuvo seguida por
induccion de respiracion independiente del complejo V (LEAK) por oligomicina (1 ug/ml). Se logr6é respiracion
maxima por titulacion del protonéforo, carbonilcianuro-(p-trifluorometoxi)-fenilhidrazona (FCCP, en concentracion
media de PBS 6 uM, en concentracién media de plasma 100 uM) seguido por rotenona (2 uM) y posteriormente
antimicina-A (1 ug/ml), inhibiciéon del complejo | y lll, respectivamente, para la medicién del consumo de oxigeno
residual. Los estados respiratorios inducidos y los sustratos respiratorios usados se indican por encima de la grafica.
ETS = sistema de transporte de electrones.

Figura 3. Protocolo experimental de plaquetas permeabilizadas. Trazado a partir del experimento que presenta la
tasa de consumo de oxigeno usando un protocolo de titulacién de sustrato, desacoplador, inhibidor. Los estados
respiratorios inducidos y los complejos respiratorios activados se definen por encima de la grafica. Las plaquetas se
permeabilizaron con digitonina y se afiadieron simultdneamente los sustratos del complejo | (Cl) malato y piruvato
(5 mM, respectivamente). Se estimulé la fosforilacion oxidativa (OXPHOS) por adicion posterior de ADP (1 mM)
seguido por el sustrato del complejo | adicional glutamato (5 mM). La adicién del sustrato ligado al complejo 1l (Cll)
succinato (10 mM) permitié la entrada de electrones convergente tanto por medio del complejo | como del complejo
Il. Se inhibi6 OXPHOS por oligomicina (1 ug/ml) revelando la respiracion independiente del complejo V (LEAK). La
capacidad respiratoria maxima del sistema de transferencia de electrones (ETS) se indujo por titulacién del
protonéforo, carbonilcianuro-(p-trifluorometoxi)-fenilhidrazona (FCCP, concentracién media 6 uM)). La inhibicién del
complejo | por rotenona (2 uM) reveld respiracion respaldada por el complejo Il. El consumo de oxigeno no
mitocondrial residual se expuso por adicion del inhibidor del complejo Il antimicina-A (1 ug/ml). No se presenta la
adicion de TMPD (0,5 mM) y azida (10 mM). Los estados respiratorios inducidos y los sustratos respiratorios usados
se indican por encima de la gréfica.

Figura 4. Correlacién de edad y sexo con la respiracion mitocondrial de plaquetas. A, correlacion entre respiracion
habitual con la edad, los puntos individuales son medias de valores por duplicado. B, correlacién entre ETSCIl y C,
respiraciéon de OXPHOSg,.1 y edad. D, comparacion de respiracién de ETSCI+II entre géneros. Para la definicién de
los estados respiratorios véase la figura 3.

Figura 5. Efecto de la concentracion de plaquetas sobre diferentes estados respiratorios en plaquetas
permeabilizadas. Consumo de oxigeno en los dlferentes estados del sustrato, protocolo de titulacion de inhibidor a
concentraciones que oscilan entre 50 y 400 * 10° plaquetas/ml. Para la definicion de los estados respiratorios véase
la figura 3. N = 5, cada experimento se llevo a cabo por duplicado, * = p < 0,05.

Figura 6. Efecto del almacenamiento sobre diferentes estados respiratorios en plaquetas permeabilizadas. La sangre
se almacené en tubos vacutainer de K;EDTA en mesa basculante o bien a temperatura ambiente o bien a 4°C. A las
72 h todos los parametros excepto la respiracion de LEAK estaban significativamente disminuidos en comparacion
con el tiempo 0. Para la definicién de los estados respiratorios véase la figura 3. N = 4, cada experimento se realizé
por duplicado, * = p < 0,05.

Figura 7. Trazado experlmental del ensayo de toxicidad mitocondrial de troglitazona y rosiglitazona. Plaquetas
humanas a 200*10° células/ml en un tampén que contiene sacarosa 110 mM, HEPES 20 mM, taurina 20 mM,
lactobionato de K 60 mM, MgCl; 3 mM, KH2PO4 10 mM, EGTA 0,5 mM, BSA 1 g/l, pH 7,1. La troglitazona presenta
toxicidad mitocondrial tal como se muestra por flujos de oxigeno disminuidos con concentraciones superiores. Se
anadieron FCCP (2 uM), rotenona (2 uM) y antimicina (1 pg/ml) donde se indica. FCCP = carbonilcianuro-(p-
trifluorometoxi)-fenilhidrazona.

La figura 8 muestra el trazado experlmental a partir del ensayo de toxicidad mitocondrial de minociclina y doxiciclina.
Plaguetas humanas a 200*10° células/ml en un tampoén que contiene sacarosa 110 mM, HEPES 20 mM, taurina
20 mM, lactobionato de K 60 mM, MgCl> 3 mM, KH2PO4 10 mM, EGTA 0,5 mM, BSA 1 g/l, pH 7,1. La minociclina
presenta toxicidad mitocondrial tal como se muestra por flujos de oxigeno disminuidos con concentraciones
superiores. La doxiciclina también muestra una toxicidad pero menos pronunciada en comparacién con minociclina.
Se afiadieron FCCP (2 uM), rotenona (2 uM) y antimicina (1 pg/ml) donde se indica. FCCP = carbonilcianuro-(p-
trifluorometoxi)-fenilhidrazona.

La figura 9 muestra el trazado experlmental a partir del ensayo de toxicidad mitocondrial de cerivastatina y
simvastatina. Plaquetas humanas a 200* 10° células/ml en un tampon que contiene sacarosa 110 mM, HEPES
20 mM, taurina 20 mM, lactobionato de K 60 mM, MgCl, 3 mM, KH.PO4 10 mM, EGTA 0,5 mM, BSA 1 g/l, pH 7,1. La
cerivastatina presenta toxicidad mitocondrial tal como se muestra por flujos de oxigeno disminuidos con
concentraciones superiores. Se anadieron FCCP (2 uM), rotenona (2 uM) y antimicina (1 pug/ml) donde se indica.
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FCCP = carbonilcianuro-(p-trifluorometoxi)-fenilhidrazona.

La figura 10 muestra trazados experimentales de efectos beneficiosos y toxicos sobre la respiracion mitocondrial de
un candidato a farmaco novedoso en comparacion con el control. Plaguetas humanas a 200*10° células/ml en un
tampon que contiene sacarosa 110 mM, HEPES 20 mM, taurina 20 mM, lactobionato de K 60 mM, MgCl> 3 mM,
KH2POs 10 mM, EGTA 0,5 mM, BSA 1 g/l, pH 7,1. Se anadieron FCCP (2 puM), rotenona (2 uM) y antimicina
(1 ug/ml) donde se indica. La dosis afiadida en cada etapa de titulacion se indica por encima del trazado. El farmaco
propuesto incrementa la respiracion mitocondrial hasta una dosis acumulada de 2 mM tras lo cual la respiracion
disminuye con la titulacion adicional, indicando toxicidad mitocondrial. FCCP = carbonilcianuro-(p-trifluorometoxi)-
fenilhidrazona.

La figura 11 es una figura esquematica del ensayo de examen del complejo mitocondrial |l. Muestra el protocolo para
evaluar sustratos mitocondriales permeables en células novedosos. En el ensayo, se reprime la funcién mitocondrial
en células intactas con el inhibidor del complejo respiratorio | rotenona. Los candidatos a farmaco se comparan con
sustratos enddgenos antes y después de la permeabilizacion de la membrana plasmatica para evaluar la
potenciacion o inhibicion bioenergética.

La figura 12 es una figura esquematica del ensayo de examen de respiracion convergente mitocondrial. Describe el
protocolo para evaluar la potencia de sustratos mitocondriales permeables en células novedosos. En el ensayo, la
actividad mitocondrial se estimula desacoplando las mitocondrias con el protonéforo FCCP. Los candidatos a
farmaco se titulan para obtener el nivel de respiracién convergente méaxima (derivada del complejo | y del complejo
I). Después de la adicion de rotenona, se obtiene la estimulacion dependiente del complejo Il. Se afiade el inhibidor
del complejo Il antimicina para evaluar el consumo de oxigeno no mitocondrial.

La figura 13 muestra el aumento de la respiracion (flujo de oxigeno por unidad) con titulacién gradual de farmacos en
comparacién con el control (succinato de disodio) en plaquetas humanas intactas (ensayo descrito en la figura 12).

La figura 14 muestra el consumo de oxigeno dependiente de los complejos mitocondriales |, Il y 1V, respectivamente.
El consumo de oxigeno se mididé a diferentes concentraciones de metformina presente en tampén con métodos
descritos anteriormente. Con concentraciones crecientes de metformina, se observa una disminucién significativa en
la respiracién del complejo |. Los datos se expresan como media y desviacién estandar. * p < 0,05, ***: p < 0,001 en
comparacién con el vehiculo (metformina 0 mM). Plaquetas humanas a 200*10° células/ml en un tampoén que
contiene sacarosa 110 mM, HEPES 20 mM, taurina 20 mM, lactobionato de K 60 mM, MgClz 3 mM, KH2PO4 10 mM,
EGTA 0,5 mM, BSA 1 g/l, pH 7,1.

Seccion experimental
Materiales y métodos
1.1 Adquisicion de muestras humanas.

El estudio fue aprobado por la junta regional de revision ética de Lund, Suecia (adultos: 113/2008 y 644/2009, nifios:
59/2009) y el comité de ética de la Universidad Médica de Tokio, Japdn (nimero de permiso 1514). Para los adultos
suecos, se recogieron muestras de sangre de donantes de sangre sanos en la central de donantes de sangre,
Hospital Universitario de Skane, Lund y de adultos sanos que se someten a rehabilitacién después de lesion de
rodilla. La cohorte japonesa consistié en voluntarios adultos sanos. Se obtuvieron las muestras después de que se
consiguiera el consentimiento informado por escrito. Los experimentos se llevaron a cabo segln los mismos
procedimientos y protocolos y por los mismos investigadores en ambos centros de investigacion. Las muestras de
control pediatricas se obtuvieron de pacientes que se someten a cirugia programada menor. El consentimiento
informado por escrito se consiguié de los padres o tutores y la sangre se extrajo antes de la induccién de anestesia.
Se tomaron muestras de sangre del corddn umbilical después del parto de individuos sanos que experimentan un
embarazo normal. Las muestras se obtuvieron después de que se consiguiera el consentimiento informado por
escrito.

Todos los productos quimicos se adquirieron de Sigma-Aldrich (San Luis, MO, EE.UU.) si no se establece otra cosa.
1.2 Preparacion de plaquetas

Para donantes de sangre, se tomaron muestras del tubo de recogida al mismo tiempo que una donacién de sangre
planificada y en las otras cohortes de adultos y en nifios por medio de puncién venosa. Se tomaron muestras de
sangre del cordon umbilical directamente después de dar a luz el bebé o bien por via vaginal o bien por cesarea. Se
extrajo un volumen de 21 ml, de adultos, 6-12 ml, de nifios y 3-6 ml de cordén umbilical en tubos de K:EDTA
(Vacuette®, Greiner Bio-One GmbH, Kreminster, Austria). En estudios piloto, se mostr6 que K:EDTA daba como
resultado el mejor rendimiento e impedia la activacion de plaguetas en comparacion con heparina, citrato y acido-
citrato-dextrosa (ACD) como anticoagulantes (datos no mostrados). Se prepararon en ese momento muestras de
sangre y se analizaron en un plazo de 3-5 h. Se centrifugaron los tubos 15 min a 300 x g a temperatura ambiente,
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para proporcionar un plasma rico en plaquetas (PRP). Se retird con una pipeta este PRP y se centrifugd durante 5
minutos a 4600 x g, a temperatura ambiente, produciendo un plasma casi libre de células y un sedimento de
plaguetas. Se disolvié el sedimento en 1-3 ml del propio plasma del sujeto de control gipeteando suavemente para
obtener un PRP altamente enriquecido con una concentracion final media de 1864 x 10°/ml (intervalo 941-2498).

1.3 Respirometria de alta resolucion

Se midi6 la respiracion a una temperatura constante de 37°C en un oxigrafo de alta resolucion (Oxigraph-2k
Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria (Gnaiger et al., 2000)) en camaras de vidrio de 2 ml con velocidad de
agitador de 750 rpm. Se registraron los datos con el software DatLab 4.3. (Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria)
con una velocidad de toma de muestras ajustada a 2 s. Se llevaron a cabo todos los experimentos a una
concentracién de oxigeno en el intervalo de Oz 210-50 uM. Si fue necesario, se llevo a cabo reoxigenacion elevando
parcialmente el tapén de la camara para un breve equilibrado de aire. Se midié el flujo de oxigeno de fondo
instrumental en un conjunto de experimentos diferenciado y se corrigi6 automaticamente en los experimentos
posteriores segun las instrucciones del fabricante. Para las mediciones de la respiracién en células permeabilizadas,
se suspendieron las plaquetas en un medio de respiracién mitocondrial (MiR05) que contenia sacarosa 110 mM,
HEPES 20 mM, taurina 20 mM, lactobionato de K 60 mM, MgCl, 3 mM, KH:PO4 10 mM, EGTA 0,5 mM, BSA 1 g/l,
pH 7,1 (Gnaiger et al., 2000). Para experimentos en células intactas, se suspendieron las plaquetas o bien en
solucion salina tamponada con fosfato (PBS) con adicién de glucosa 5 mM o bien en el plasma del propio sujeto de
control. Se llevé a cabo la calibracion a saturacion de aire cada dia antes de comenzar los experimentos permitiendo
que se agitara agua Millipore o medios de respiracion con aire en la camara del oxigrafo hasta el equilibrado y se
obtuvo una sefal estable. La concentraciéon de oxigeno se calcul6 automaticamente a partir de la presién
barométrica y los factores de solubilidad que se ajustaron a 1,0 para agua, 0,92 para MIR05 y PBS-glucosa y 0,89
para plasma (Baumgartl y Lubbers, 1983).

1.3.1 Protocolo experimental para plaquetas intactas

Se evalud la respiracion integrada de células intactas con sustratos mitocondriales endégenos con dos protocolos de
titulacién diferentes. Se suspendieron las plaquetas o bien en PBS-glucosa o bien en el plasma del propio sujeto de
control. Inicialmente, se dejé que las muestras se estabilizaran en un estado de respiracién habitual, revelando las
demandas de energia de las células en reposo sobre la fosforilacion oxidativa (OXPHOS). Para evaluar la
contribucion de la respiracién independiente de fosforilacion de ADP, se afiadié secuencialmente oligomicina
(1 ug/ml, inhibidor de ATP-sintasa) induciendo el estado de respiracién de LEAK (también conocido como
respiracién en el estado 4 inducido por oligomicina). Se midié la capacidad maxima del ETS después de la titulacion
cuidadosa del proton6foro, carbonilcianuro-(p-trifluorometoxi)-fenilhidrazona (FCCP) hasta que no se detect6 ningun
aumento adicional en la respiracion (en concentracion media de PBS 6 uM, en concentracién media de plasma
100 uM). Se anadieron entonces secuencialmente rotenona (2 pM, inhibidor del complejo | [CI]) y antimicina-A
(1 ng/ml, inhibidor del complejo Il [CIIl]) para inhibir el ETS proporcionado el consumo de oxigeno residual que se
resto de los diferentes parametros respiratorios en andlisis adicionales.

Con el fin de evaluar la influencia sobre la capacidad respiratoria maxima por la inhibicion de ATP-sintasa, se llevé a
cabo un segundo protocolo experimental, donde se evalué la capacidad del ETS mediante titulacién directa de
FCCP después de la estabilizacién de la respiracion habitual, seguido por los mismos inhibidores que anteriormente.
Las razones de control se dedujeron de la respiracion maxima, estimulada por FCCP, dividida entre la respiracion de
LEAK (ETS/LEAK) y la respiracién habitual (ETS/habitual).

1.3.2 Protocolo experimental para plaquetas permeabilizadas

Para acceder al ETS con inhibidores y sustratos ex6genos en saturacion, se permeabilizé la membrana plasmatica
con el detergente digitonina. Se llevaron a cabo un conjunto de experimentos para establecer la concentracion
6ptima de digitonina para inducir la permeabilizacion maxima de la membrana plasmatica sin afectar a la membrana
mitocondrial externa o interna. Se suspendieron plaquetas (200*106/ml) en MIRO05 y se preincubaron con ADP 1 mM,
succinato 5 mM y rotenona 1 mM. Se titul6 digitonina 10 pg/ul hasta que se obtuvo la respuesta maxima en la
respiracion (Gnaiger et al., 1998). Se muestra una gréafica representativa de un experimento de titulacion en la figura
1. Se encontré que la dosificacion éptima era de 1 pg/1 x 10° plaquetas. El citocromo ¢ exdgeno no indujo ningdin
efecto significativo sobre la respiracion indicando que la membrana externa mitocondrial habia permanecido intacta
(datos no mostrados).

Se us6 un protocolo de titulacion de sustrato, desacoplador, inhibidor (SUIT) para establecer las capacidades
respiratorias con flujo de electrones a través tanto del complejo | como del complejo Il (Cll) por separado asi como
entrada de electrones convergente por medio de la unién Q (Cl + ll) (Gnaiger, 2009). Después de que se
estableciera la respiracion habitual, se inicié la titulacion con permeabilizacién de la membrana plasmatica con
digitonina y una adicién concomitante de malato (5 mM) y piruvato (5 mM). La capacidad de OXPHOS del complejo
I, dirigido por sustratos relacionados con NADH, se evalu6 afiadiendo ADP (1 mM), y adicionalmente glutamato
(5 mM) (OXPHOSci, o estado 3ci). Secuencialmente, se anadié succinato 10 mM induciendo la capacidad de
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OXPHOS maxima con entrada convergente a través de tanto el complejo | como el complejo Il (OXPHOSg; . 11, 0
estado 3ci.i). Se uso oligomicina (1 ug/ml) para inhibir la ATP sintasa e inducir respiracién de LEAK. Se obtuvo
posteriormente la capacidad respiratoria convergente maxima del ETS titulando FCCP (ETSc . 1, concentracion
media 6 uM). Se inhibi6 con rotenona (2 uM) el complejo | para evaluar la capacidad del ETS respaldada por
succinato a través del complejo Il sélo (ETSci). Finalmente, se inhibid el flujo de electrones a través del ETS por
adicion de antimicina-A (1 pg/ml) proporcionando el consumo de oxigeno residual no relacionado con el ETS. Se
dedujeron las razones de control a partir de la respiracién oxidativa maxima o la respiraciéon estimulada por FCCP
maxima dividida entre la respiracion de LEAK (OXPHOSg; . 1 + II/LEAK y ETS¢ + II/LEAK respectivamente). Las
muestras analizadas se almacenaron a -80°C.

1.4 Analisis de datos

Se llevé a cabo la evaluacion estadistica usando Graph Pad PRISM (software GraphPad versién 5.01, La Jolla, CA,
EE.UU.).Se presentan los valores como media = EEM, o valores individuales. Se encontré que todos los valores de
las diferentes cohortes, excepto para el cordén umbilical y las razones de control para células intactas (ETS/LEAK,
ETS/habitual), estaban distribuidos de manera normal con la prueba de normalidad colectiva de D’Agostino y
Pearson. Se llevo a cabo la comparacién entre multiples grupos por ANOVA de una via con analisis a posteriori
entre grupos por prueba de comparaciones multiples de Tukey, para datos paramétricos y prueba de Kruskal-Wallis
con prueba de comparaciones mdltiples de Dunn para datos no paramétricos. Para la correlacion con la edad, se
usé regresion lineal. Se consider6 estadisticamente significativo un valor de p < 0,05.

2. Resultados

Se tomaron muestras de sangre de 46 voluntarios adultos sanos (24 de Suecia y 22 de Japdn), 28 varones y 18
mujeres, con mediana de edad de 37 afos (intervalo de 19-65 afos) y 25 nifios, 18 varones y 7 mujeres, con
mediana de edad de 4 (intervalo de 1 mes-12 afos) y 22 cordones umbilicales (13 de cesarea y 9 de parto vaginal).

2.1 Rendimiento, viabilidad y e integridad de mitocondrias de plaquetas

Se midid la concentracion de plaguetas de sangre completa y el rendimiento calculado después de la preparacion
del plasma rico en plaquetas altamente enriquecido era en promedio del 92% (+ 8%, n = 16). Con el fin de evaluar la
viabilidad de plaquetas después del protocolo de preparacion, se llevd a cabo respirometria en plaquetas
centrifugadas una etapa, es decir 300 x g durante 15 minutos y se compararon con la respiracion después de
sedimentacion. No pudieron observarse diferencias significativas concluyendo que habia buena estabilidad y
viabilidad de las plaquetas a lo largo de todo el proceso de aislamiento (N = 16 datos no mostrados).

2.2 Respiracion mitocondrial de plaquetas intactas

Se muestra una gréfica representativa de un experimento en células intactas en la figura 2 y se presentan valores de
parametros respiratorios en la tabla 1. En células intactas la respiracion esta dirigida so6lo por sustratos endégenos.
La respiracion habitual era similar en células incubadas o bien en PBS-glucosa o bien en plasma. La respiracion de
LEAK era muy baja, por debajo de Oz 1 pmol/s/10® plaquetas. La razén de control consecuentemente alta ETS/LEAK
indica una respiraciéon acoplada muy fuertemente. La estimulacién maxima del ETS con FCCP era significativamente
mayor en experimentos sin oligomicina y la capacidad respiratoria de reserva, tal como se indica por la razén de
control ETS/habitual, era significativamente mayor en plaguetas no tratadas con oligomicina suspendidas en plasma
en comparacion con PBS-glucosa. Se observé inhibicién del complejo | con respiracion inhibida con rotenona en
~99% y no se observé inhibicion adicional después de la adicion de antimicina-A (tabla 1). Entre las diferentes
cohortes hubo una diferencia significativa entre respiracién estimulada por FCCP méxima (ETS) en controles
japoneses frente a sangre de cordén umbilical (O 15 + 1,3 frente a 23 + 2,3 pmol/s/1 * 10° plaquetas). No se
observaron otras diferencias significativas.

2.2.1 Respiracion mitocondrial de plaquetas permeabilizadas

Se desarroll6 el protocolo de SUIT para adquirir tanta informacion como fuera posible de la capacidad de los
diferentes complejos respiratorios a partir de un Unico experimento. Se representa en la figura 3 un trazado
significativo con adiciones de sustratos e inhibidores y definiciones de los diferentes estados. La respiracién habitual
de las células en MiR05 estaba en el mismo intervalo que para plaquetas intactas incubadas en PBS-glucosa o
plasma. Después de la adicién de digitonina se observé un declive constante de la respiracion a medida que
difundieron sustratos citosdlicos y nucleétidos de adenina en los medios circundantes. En presencia de malato y
piruvato como sustratos del complejo |, la estimulacion con ADP increment6 la respiracién en ~80% en comparacién
con la respiracién habitual. Con glutamato afadido para la generacion de NADH adicional y entrada de electrones al
complejo 1, la respiracion aumenté en otro ~10% (tabla 2). Después de la adicién de succinato, se logré un flujo de
electrones convergente con entrada tanto desde el complejo | como el complejo Il al ETS, y dio como resultado
tasas de respiracion tres veces la de la respiracion de rutina y un aumento de ~50% de la respiracién con sélo
sustratos del complejo I. La respiracion de LEAK era ~15% de la respiracién acoplada maxima, OXPHOSc¢, i. La
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razon OXPHOS¢.i/LEAK de ~7,0 indicé buen acoplamiento del transporte de electrones con la sintesis de ATP y es
comparable a otros tejidos (Kuznetsov et al., 2002) (tabla 2). La capacidad respiratoria maxima, ETSc. 1, inducida
por el protonéforo FCCP, era ~5 % mas alta en comparacién con OXPHOSc|,i. La razén OXPHOS/ETS era cercana
a uno e indica que casi no se ejerce limitacion de flujo por el sistema de fosforilacién en sustratos enddgenos en
saturacion. La actividad de ETSci, medida después de la inhibicién del complejo | con rotenona, era ~35% de las
actividades combinadas del complejo | y el complejo Il, ETSci.i. En el material de referencia japonés, la respiracion
maxima con sustratos del complejo | asi como la entrada convergente era similar a sus homologos suecos. Sin
embargo, tanto la respiracion de LEAK como la respiracion estimulada del complejo Il eran ~25% mas altas en
comparacién con los valores de las cohortes sueca y pediatrica dando como resultado una razén ETSc./LEAK
disminuida (tabla 2). Los valores de sangre de cordén umbilical diferian presentando valores superiores de
respiracion maxima tanto en OXPHOS asi como en ETS. La respiracién de LEAK era también significativamente
superior tanto en valores absolutos asi como proporcionalmente, dado que las razones resultantes eran menores
(tabla 2).

2.3 Correlacion de edad y sexo

Dos estados respiratorios demostraron correlamones significativas con la edad. La respiracion habitual aumenté (
0,15, p < 0,05) y ETSci disminuy6 ligeramente (r = 0,14, p < 0,05) con la edad (datos de cordones umbilicales no
incluidos) tal como se muestra en la figura 4A, B. Entre todos los demas parametros respiratorios, no hubo cambios
significativos, ejemplificados con OXPHOSc/.i en la figura 4C. No se observé ninguna correlacién entre parametros
respiratorios y género ni en las plaquetas intactas ni en las impermeabilizadas (figura 4 D).

2.4 Linealidad de la respiracion a diferentes concentraciones de plaquetas

Se evalué la resplramon a diferentes concentraciones de plaquetas. En el intervalo de 100 400 x 10° plaquetas/ml la
respiracion permanemo lineal en todos los estados. A una concentracion de 50 x 10° plaquetas/ml la estimulacion
con FCCP maxima disminuy6 en un 20-25% (figura 5). La mayoria de los experimentos adicionales se llevaron a
cabo con una concentracién de plaguetas de 200 x 10%ml. El método mostré buena reproducibilidad cuando se
evaluo por experimentos llevados a cabo a partir de los mismos individuos en dias diferenciados. El coeficiente de
variacion era del 6-13% en los diferentes parametros respiratorios (tabla 3).

2.5 La influencia de almacenamiento de sangre prolongado sobre los parametros respiratorios

Se evalué el efecto del almacenamiento de sangre completa sobre la respiracion mitocondrial. Se almacené sangre
recién extraida en viales de EDTA o bien a temperatura ambiental o bien a 4°C en una mesa basculante durante
hasta 72 horas. Después de 24 horas la respiracion permanecia estable. A las 48 horas hubo una clara tendencia
hacia una capacidad respiratoria reducida de los estados de respiracién estimulada con sustratos, es decir
OXPHOSci, OXPHOScI:i1 y ETScii. A las 72 horas todos los parametros excepto la respiracion de LEAK habian
declinado significativamente (figura 6).

3. Protocolo para glébulos blancos (WBC)
3.1 Preparacion de muestras

En pacientes, se extrajo un volumen maximo de 40 ml de sangre de una via arterial existente en tubos de K;EDTA
(Vacuette®, Greiner Bio-One GmbH, Kremunster, Austria). En los controles, se tomaron muestras de sangre por
medio de puncion venosa en tubos de K:EDTA. Se aislaron leucocitos de sangre completa por centrifugacion en
gradiente de Ficoll (Bdyum REF). Después de lavar en solucion salina normal, se resuspendieron las células en 200-
400 pl de solucion salina, dependiendo del rendimiento, conjuntamente con 50-100 pl del plasma del propio sujeto.
Se llevaron a cabo mediciones respirométricas en el plazo de 5 horas de la toma de muestras. El contenido
analizado de la camara de respirometria se almacené congelado hasta su uso adicional.

3.2 Respirometria de alta resolucion

Se colocaron los leucocitos en la camara del oxigrafo de 2 ml a una concentracién final de 2,5-5 * 10° células/ml. En
las células intactas, los medios de respiracién consistieron en el propio plasma del sujeto y para células
permeabilizadas un medio de respiracidbn que contenia sacarosa 110 mM, HEPES 20 mM, taurina 20 mM,
lactobionato de K 60 mM, MgClz 3 mM, KH2PO4 10 mM, EGTA 0,5 mM, BSA 1 g/l, pH 7,1 (MiR05) [Gnaiger et al.,
2000]. Se llevaron a cabo las mediciones a una temperatura constante de 37°C en un oxigrafo de alta resolucion
(Oxygraph-2k Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria). Se registr6 la concentracion de OX|geno (uM) y el flujo de
oxigeno (derivada de tiempo negativa de la concentracion de oxigeno; pmol Oz * s™ * 10 células) con el software
DatLab 4.3 (Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria). Se llevaron a cabo todos los experimentos a una
concentracién de oxigeno en el intervalo de 02 210-50 uM. Se llev6 a cabo la calibracidon en saturacién de aire cada
dia. Se midi6 el flujo de oxigeno de fondo instrumental en un conjunto de experimentos diferenciado y se corrigié
automaticamente en los experimentos posteriores segun las instrucciones del fabricante.
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Se calculé automaticamente la concentracion de oxigeno a partir de la presion barométrica y los factores de
solubilidad que se ajustaron a 1,0 para agua, 0,92 para MIR05 y 0,89 para plasma.

Se usaron tres protocolos de titulacion de sustrato-desacoplador-inhibidor (SUIT), uno en células intactas y dos en
células permeabilizadas [Pesta y Gnaiger, 2012] En células intactas la estimulacién con sustratos exdégenos esta
limitada debido a la mala permeabilidad a través de la membrana plasmatica. Se mantiene por tanto la respiracion
s6lo por sustratos enddgenos. Se suspendieron las células en el plasma del propio sujeto y se dejaron para que se
estabilizara la respiracion de rutina. Se anadié oligomicina (1 ug/ml) a la camara de respiracion para inducir una
respiracion similar al estado 4 (LEAK o estado 4u) donde la respiracion se debe principalmente a la fuga de protones
a través de la membrana interna mitocondrial. Se obtuvo el flujo de oxigeno maximo posteriormente por titulacion
gradual (20-40 uM) del desacoplador FCCP. Finalmente se inhibieron el complejo | y el complejo Il afadiendo
rotenona (2 uM) y posteriormente antimicina-A (1 pug/ml). Se rest6 el flujo de oxigeno residual de los valores de
estado estacionario de respiracion mitocondrial. Se llevaron a cabo los protocolos de SUIT segundo y tercero en
células permeabilizadas. Las etapas iniciales fueron las mismas para ambos protocolos. Después de que las células
se hubieran estabilizado a respiracion habitual, se permeabilizé6 la membrana celular plasmatica con la adicion de
digitonina (3 pg/1 * 10° células, concentracion 6ptima evaluada en un conjunto de experimentos diferente, datos no
mostrados). Simultdneamente, se afadieron los sustratos del complejo | malato y piruvato (5 mM respectivamente) a
la camara de respiracion. La adicién posterior de ADP (1 mM) estimul6 la respiracién y representa la capacidad de
fosforilacion oxidativa (OXPHOS o estado 3) para esa combinacion de sustratos especifica, ligada a NADH. Se
convierte el piruvato en acetil-CoA por piruvato deshidrogenasa en la matriz mitocondrial y asi pudo restringirse la
capacidad de OXPHOS con una enzima inhibida o de funcionamiento defectuoso. Con la adicion posterior de
glutamato (5 mM) se sortea/sorted la piruvato deshidrogenasa, y se obtuvo la respiracion del complejo | ligada a
NADH maxima, OXPHOSc. La adicion posterior de succinato (10 mM) estimulé OXPHOSci.i con entrada
convergente de electrones tanto a través del complejo | como del Il por medio de la uniéon Q. A partir de aqui los
protocolos de SUIT divergian. En SUIT-2 se inhibi6 la respiracién ligada al complejo | con rotenona (2 uM) quedando
la capacidad de OXPHOSc con entrada de electrones a través del complejo Il sélo. Se inhibié posteriormente el
sistema de transporte de electrones (ETS) en el complejo Il ahadiendo antimicina-A y se resté el flujo de oxigeno
residual de los estados estacionarios de respiracion mitocondrial.

En SUIT-3, tras la capacidad de OXPHOSCI+II maxima, se inhibi6é la ATP-sintasa con oligomicina (1 ug/ml), con el
fin de evaluar la respiracion de LEAKg, (estado 4) que esta provocada predominantemente por deslizamiento o
fuga de protones a través de la membrana mitocondrial interna. Se evalud el transporte de electrones maximo a
través de respiracion sin fosforilacion oxidativa, ETSci.i, mediante titulacion gradual (2-4 uM) de FCCP. Se evalu6 la
respiracion ligada al complejo Il, no acoplada a fosforilacién oxidativa, ETScy, afadiendo rotenona y se inhibid
posteriormente ETS con antimicina-A. Se llevé a cabo reoxigenacién en ese momento, en ambos protocolos de
SUIT-2 y 3 hasta un nivel de O, 160-180 uM. Se evalud la actividad del complejo 1V afiadiendo N,N,N’,N’-tetrametil-
p-fenildiamina (TMPD 0,5 mM), un donante de electrones al complejo IV. Se anadié azida de sodio (10 mM), un
inhibidor del complejo IV, debido a la autooxidacion de TMPD y se calculd la diferencia entre los dos niveles
obtenidos como actividad del complejo IV.

A continuacion se facilitan protocoles mas especificos para el examen de posibles candidatos a farmaco
Se utilizaron dos protocolos de examen.

(1) Se llevo a cabo el examen inicial, efecto del complejo Il, con plaquetas o glébulos blancos aislados en un tampén
que contenia sacarosa 110 mM, HEPES 20 mM, taurina 20 mM, lactobionato de K 60 mM, MgClz 3 mM, KH2PO4
10 mM, EGTA 0,5 mM, BSA 1 g/l, pH 7,1. Después de que se estableciera la respiracién de nivel inicial con
sustratos endogenos, se inhibié el complejo | con rotenona 2 mM. Se titularon los candidatos a farmaco disueltos en
DMSO en etapas hasta una concentracion final de 100 uM, 500 uM y 5 mM. Posteriormente, se permeabilizaron las
membranas celulares con digitonina (1 mg/1 * 10° plt). Tras estabilizarse la respiracién, se afiadié succinato 10 mMy
tras estabilizarse la respiracion se finalizé el experimento mediante la adiciéon de antimicina a una concentracion final
de 1 ug/ml y se midi6 la respiracion residual. La figura 11 muestra el protocolo para evaluar sustratos mitocondriales
permeables en células novedosos. En el ensayo, se reprime la funcién mitocondrial en células intactas con el
inhibidor del complejo respiratorio | rotenona. Se comparan los candidatos a farmaco con sustratos endégenos antes
y después de la permeabilizacién de la membrana plasmatica para evaluar la potenciacion o inhibicion
bioenergética. La figura 11 es una figura esquematica del ensayo de examen del complejo mitocondrial Il. Muestra el
protocolo para evaluar sustratos mitocondriales permeables en células novedosos. En el ensayo, se reprime la
funcion mitocondrial en células intactas con el inhibidor del complejo respiratorio | rotenona. Se comparan los
candidatos a farmaco con sustratos enddgenos antes y después de la permeabilizacién de la membrana plasmatica
para evaluar la potenciacién o inhibicion bioenergética.

(2) En el segundo protocolo, respiracién convergente, se usaron el mismo tampdn de respiracion y concentraciones

celulares tal como se describié anteriormente. Tras establecerse respiracion basal, se afadié el desacoplador
mitocondrial FCCP a una concentracion de 2 mM. Se titularon los candidatos a farmaco disueltos en DMSO en
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etapas hasta una concentracion final de 100 uM, 200 uM, 400 uM, 600 uM, 1 mM, 2 mM, 5 mM y 10 mM. Se indico
la concentracién necesaria para alcanzar la respiracion convergente maxima. Se finalizd el experimento mediante la
adicion de rotenona 2 uM y antimicina 1 pg/ml y se midié la respiracién residual. La figura 12 describe el protocolo
para evaluar la potencia de sustratos mitocondriales permeables en células novedosos. En el ensayo, se estimulé la
actividad mitocondrial desacoplando las mitocondrias con el protonéforo FCCP. Se titulan los candidatos a farmaco
para obtener el nivel de respiracion convergente maxima (derivada del complejo | y el complejo 1l). Tras la adicion de
rotenona, se obtuvo estimulacion dependiente del complejo Il. Se afiade el inhibidor del complejo 1l antimicina para
evaluar el consumo de oxigeno no mitocondrial. La figura 12 es una figura esquematica del ensayo de examen de
respiracién convergente mitocondrial. Describe el protocolo para evaluar la potencia de sustratos mitocondriales
permeables en células novedosos. En el ensayo, se estimula la actividad mitocondrial desacoplando las
mitocondrias con el protonéforo FCCP. Se titulan los candidatos a farmaco para obtener el nivel de respiracion
convergente maxima (derivada del complejo | y el complejo Il). Tras la adicién de rotenona, se obtiene la
estimulacién dependiente del complejo 1. Se afade el inhibidor del complejo Il antimicina para evaluar el consumo
de oxigeno no mitocondrial.

En el ensayo de examen de respiracién convergente un compuesto ideal presenta una respiraciéon superior con
titulacién gradual en comparacién con el control en mitocondrias desacopladas en células intactas. Remitase al
protocolo esquematico en la figura 12 y las graficas de ejemplo de experimentos con compuestos de ejemplo
nameros 3, 5y 13 en la figura 13. La figura 13 muestra el aumento de la respiracion (flujo de oxigeno por unidad)
con titulacién gradual de farmacos en comparacién con el control (succinato de disodio) en plaquetas humanas
intactas (figura 12.).

Propiedades del compuesto deseado

(1) El compuesto ideal estimula la respiracion en células intactas inhibidas con rotenona a baja concentracion en el
protocolo de examen del CIlI sin efecto inhibidor sobre la respiracion estimulada con succinato tras la
permeabilizacién. Tras la inhibicién de la respiracién con toxinas mitocondriales, la respiracion debe detenerse.
Remitase a la figura 1y la lista a continuacion.

a > b significa que a es mayor que b

a >> b significa que a es mucho mayor que b

a — b significa que el valor de a se aproxima al valor de b

Propiedades deseadas de compuestos:

« valor maximo de a alcanzado a baja concentracién de farmacos.

ca>>a’

ca—b’

ec—C

+d—>d

Se identifican compuestos impermeables a la membrana celular en el ensayo como:

ca—a

Se identifica el consumo de oxigeno no mitocondrial inducido por candidato a farmaco cuando

cd>d
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REIVINDICACIONES

Método para examinar y seleccionar posibles candidatos a farmaco o para someter a prueba la sensibilidad
de una persona a una sustancia con efecto sobre las mitocondrias, comprendiendo el método

i) someter una muestra de células sanguineas humanas que contienen mitocondrias a
respirometria de alta resolucion

ii) afadir a la muestra de células una sustancia que aumenta la fuga de protones a través de la
membrana mitocondrial interna,

iii) anadir a la muestra de ii) una sustancia de prueba en un vehiculo,

vi) afiadir a la muestra de iii) un inhibidor de la funcién del complejo mitocondrial |,

v) afadir a la muestra de vi) un inhibidor de la funcion del complejo mitocondrial Ill, y

vi) comparar el consumo de oxigeno mitocondrial antes y después de la adicién de la sustancia de
prueba con el consumo de oxigeno mitocondrial del vehiculo, en el que una disminucién del
consumo de oxigeno mitocondrial inducida por la sustancia de prueba indica un efecto negativo
sobre las mitocondrias, y en el que un aumento del consumo de oxigeno mitocondrial inducido por
la sustancia de prueba indica un efecto positivo sobre las mitocondrias.

Método para investigar los efectos mitocondriales de candidatos a farmaco en ensayos clinicos o en
regimenes de tratamiento, comprendiendo el método

i) someter una muestra de células sanguineas humanas que contienen mitocondrias a
respirometria de alta resolucion, en el que la muestra de células procede de una persona sometida
a un estudio clinico o a un régimen de tratamiento, y en el que se ha administrado a la persona una
sustancia de prueba durante el estudio clinico o el régimen de tratamiento

ii) afadir a la muestra de células una sustancia que aumenta la fuga de protones a través de la
membrana mitocondrial interna,

i) anadir a la muestra de ii) un inhibidor de la funcion del complejo mitocondrial |,

vi) afiadir a la muestra de iii) un inhibidor de la funcién del complejo mitocondrial Ill, y

v) comparar el consumo de oxigeno mitocondrial de la muestra de la persona sometida al estudio
clinico o a un régimen de tratamiento con el consumo de oxigeno mitocondrial de una muestra de
control, en el que una disminucion del consumo de oxigeno mitocondrial indica un efecto negativo
sobre las mitocondrias, y en el que un aumento del consumo de oxigeno mitocondrial indica un
efecto positivo sobre las mitocondrias.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la sustancia que aumenta la fuga de
protones a través de la membrana mitocondrial interna se afiade para obtener la capacidad maxima del
sistema de transporte de electrones de las mitocondrias presentes en la muestra.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la sustancia que aumenta la fuga de
protones a través de la membrana mitocondrial interna se selecciona de carbonilcianuro-(p-trifluorometoxi)-
fenilhidrazona (FCCP), carbonilcianuro-m-clorofenilhidrazona (CCCP), 2,4-dinitrofenol (DNP) y otros
protonoforos, y mezclas de los mismos.

Método seguln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la sustancia que aumenta la fuga de
protones a través de la membrana mitocondrial interna es FCCP.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1, 3-5, en el que la muestra de prueba esta en forma
liquida y la muestra de prueba contiene una concentracién conocida de la sustancia de prueba.

Método segun la reivindicacién 6, en el que la muestra de prueba se afiade en concentraciones
gradualmente crecientes.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1, 3-7, en el que la muestra de control en iii) es idéntica a
la muestra de prueba pero sin contenido de sustancia de prueba.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el inhibidor de la funcién del complejo
mitocondrial | se afiade para dilucidar la respiracion celular dependiente de la oxidacion de sustratos del
complejo Il

Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el inhibidor de la funcién del complejo
mitocondrial | es rotenona.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el inhibidor de la funcién del complejo

mitocondrial 1l se ahade para determinar cualquier actividad de consumo de oxigeno no mitocondrial, tal
como autooxidacion de dicha muestra.
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Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el inhibidor de la funcién del complejo
mitocondrial 11l es antimicina A.

Método segln cualquiera de las reivindicaciones 2-12, en el que la muestra de control es de un grupo de
control.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 2-13, en el que la muestra de control se tom6 antes del
inicio de cualquier tratamiento.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1, 3-12, para examinar candidatos a farmaco.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-14, para someter a prueba la sensibilidad de un sujeto a
un principio activo o a un candidato a farmaco.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 2-14, para evaluar la toxicidad mitocondrial de una
sustancia de prueba en ensayos clinicos, o para analizar el efecto de una sustancia sobre la funcién
mitocondrial, o para evaluar un compuesto que puede estimular la respiracion mitocondrial y produccién de
ATP.

Método segun la reivindicacion 16, en el que la muestra de células se aisla de dicho sujeto.

Método para examinar y seleccionar posibles candidatos a farmaco o para someter a prueba la sensibilidad
de una persona a una sustancia con efecto sobre las mitocondrias, comprendiendo el método

i) someter una muestra de células sanguineas humanas que contienen mitocondrias de una
muestra de sangre humana a respirometria de alta resolucion,

ii) afadir a la muestra de células una sustancia que inhibe la respiracién del complejo |,

iii) anadir a la muestra de ii) una sustancia de prueba en un vehiculo, en el que un aumento de la
respiracién indica permeabilidad de la membrana plasmatica,

iv) anadir a la muestra de iii) una sustancia que permeabiliza la membrana plasmatica,

v) afadir una sustancia de referencia a la muestra obtenida en iv) en el que la sustancia de
referencia es un sustrato ligado al complejo Il, y

vi) afadir a la muestra de v) una sustancia que inhibe la respiracion del complejo Ill, y comparar el
consumo de oxigeno obtenido con el consumo de oxigeno obtenido cuando el método se lleva a
cabo usando la sustancia de referencia en la etapa v) y por tanto omitiendo la adicion de una
muestra de prueba,

en el que la sustancia de prueba atraviesa la membrana plasmatica si el consumo de oxigeno después de
la adicion de la sustancia de prueba en iii) es mayor que el consumo de oxigeno después de la adicién de
la sustancia de referencia en iii), cuando el método se lleva a cabo usando la sustancia de referencia, y

en el que la sustancia de prueba induce consumo de oxigeno no mitocondrial si el consumo de oxigeno
después de la adicion de una sustancia que inhibe la respiracion del complejo Il en v) es mayor que el
consumo de oxigeno en v), cuando el método se lleva a cabo usando la sustancia de referencia.

Método segun la reivindicacién 19, en el que la sustancia que permeabiliza la membrana plasmatica es
digitonina.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 19-20, en el que la sustancia de referencia es succinato.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 19-21, en el que los detalles para las etapas individuales
i)-vi) son segun una cualquiera de las reivindicaciones 6, 7,9, 10, 11, 12, 15 y/o 17.

22



ES 2 665 522 T3

E 40. Titulacion de digitorina 250 ©
1 E
=
g 2] 200 §
c= =
s Rotenona 150 =
E_: 'm‘ ] =]
go 100 &
o ™
o 10 a =
g 3
g 0 3
L= 15min =
Figura 1
W
T
=
(=
2
§5
2
B
i .
Ts
3
i [ Células intactas ]
Figura 2
Figura 3
Habitual OXPHOS LEAK ETS Residual
r T T T | h
Endagenc ] Cl+ Cll Cll
E I I I Hn&-&n I g
w Oligomicina FoCR cna
% 40 Succinato | e ! 250 %
e 0| T Dighowina_____ ST 2008
g2 Malato 150 5
B« ap Firuvato 2
&5 A - 1
00 o
&5 10 =
o 50 3
=]
E 10 20 30 40 min =
8 [ Céhles intactas | Células permeabilzadas

23



ES 2 665 522 T3

& 8

o (seenbed. gl . 5

_“__u_

< (sejenbeid,0l , .5

p=)

14}

=

Q

uy (=1 [Fy] (=]
Loeplowd) O
g13) ugisendsay

=

[

]

&
ap jowd) O

[lenyaey) _.._.u_uE say

Fm%_mum_&bf s, ‘0a

jowd)

SOHAXO] ugoendsay

e
L]
. 1 M
.. [ ] (1411 ol
" m|- m
L] ™ wy
Sl g
o ¥ 00 _-_.__-o - m
¥ 5
L ] L]
T T T
8 8 2 § °
(sejanbeid 0l . .5 . O 9p [owd)
("Pg13) upredsay
-8
o T
Il
s
™ L -3
I' [ ]
- [ ]

Figura 4

B OXPHOS,
D ETE’;_“

A ETSg.

V  OXPHOSg .y

& LEAK .

50

g 8

(senbed.oL . .5 .

T
o
o

_.._c_u.w:n.mmw_

T
L=
=

[=]

‘D 2p jowd)

Concentracion (plaguetas/mil)

Figura &

24



ES 2 665 522 T3

Figura 6

A ETSqisn V OXPHOSy,,, W OXPHOS O ETSgy ® LEAK
= 30- 304
=
w —
= un
;
=8
5% 207 g 207 .
a- cat
g ==}
=X * o
G g ,
n'.'ON 10- E‘I‘J 10‘ O"“'——-._c\ . =
8 s E ——.
g 2 — —
2 0 S 0
T | T T e 1 ] I 1
Oh 24h 48h 72h a Oh 24h 48h 72h

Temperatura ambiente

25

Sala fria (+4°C)



ES 2 665 522 T3

15 min

[(sejanbeid ;01 . W , s)jjowd] O ap ownsuod ap ese|

-Troglitazona frente a rosiglitazona

Figura 7

26



ES 2 665 522 T3

15 man

-Minociclina frente a doxiciclina

[(sejenbeid 40| . W , s)/jowd] 0 op ownsuoo ap ese|

Figura 8

27



ES 2 665 522 T3

-Cerivastatina frente a simvastatina

15 min

[(sejenbeid .01 . jw , s)owd] 0 ap ownsuos ap esel

Figura9

28



ES 2 665 522 T3

Sk b b - .

] Succinato
(referencia)

== FArmaco

2 8

—
[=

i

Respiracién mitocondrial
(pmol/(s* ml * 108 plaquetas)

Figura 10

29



ES 2 665 522 T3

Respiracion mitocondrial
[flujo de O, por unidad]

= Farmaco candidato
----- Farmaco de referencia, succinato

Fig. 11. Figura esquematica del ensayo de examen del complejo mitocondrial Il.
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