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Abreviaturas

ADN: Acido Desoxirribonucleico

ADNc: ADN Complementario

ARN: Acido Ribonucleico

CAVD: Enfermedad de valvula aértica calcificada
dNTPs: Desoxinucleotidos

ECAR: Tasa de acidificacion extracelular
GAPDH: Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
GLS1: Glutaminasa 1

GLUT1: Transportador de Glucosa 1

HIF-1a: Factor Inducible por Hipoxia 1-alfa
IFN-y: Interferbn gamma

IL: Interleucina

JAK: Janus Kinase

LPS: Lipopolisacarido

NF-kB: Factor Nuclear potenciador de cadenas ligeras kappa de células B activadas

OCR: Tasa de consumo de oxigeno

qPCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa Cuantitativa

RT: Transcriptasa Inversa

STAT: Transductor de Sefales y Activador de la Transcripcién

TLR: Receptor Tipo Toll
TNF: Factor de Necrosis Tumoral
VEC: Células Endoteliales de la valvula adrtica

VIC: Células intersticiales de la valvula adrtica



1. Abstract

Este presente estudio se centra en la enfermedad valvular adrtica calcificada y explora
el papel de la glutamina y la glutaminolisis en la calcificacion e inflamacién de las células
intersticiales de la valvula aortica (VIC) de pacientes sin enfermedad valvular. Basado
en estudios del grupo que demuestran reduccién de la expresién de la enzima
glutaminasa 1 (GLS1) en VIC humanas bajo condiciones inflamatorias, se investigo el
impacto de su inhibicién farmacoldgica en estas células. Los resultados de calcificacion
in vitro revelan que la inhibicién de GLS1 aumenta la calcificacion de las VIC humanas,
aunque ésta no cambia en ausencia de glutamina exdgena. La inhibiciéon de GLS1 no
altera la activacion de NF-kB ni la expresion del gen IL-8 en células activadas con IFN-
y y LPS, aunque muestra una tendencia a reducir los transcritos de /L-6. Ademas,
tampoco afecta a la estabilizacion del regulador transcripcional HIF-1a en las VIC bajo
estimulacién inflamatoria y normoxia, mientras que la privacion de la glutamina exégena
tiende a disminuir su estabilizacién. Finalmente, el analisis preliminar del metabolismo
celular en tiempo real sugiere que la inhibicion de la glutaminolisis a 24 h no altera la
reprogramacion glucolitica inducida por IFN-y y LPS. En conclusién, este estudio sugiere
que la glutaminolisis contribuye, al menos en parte, a la calcificacibn mediada por
inflamacién de las VIC y la glutamina participa en parte en la estabilizacion normédxica
de HIF-1a en un entorno inflamatorio. Esto es relevante en procesos patogénicos claves
en las fases iniciales de la enfermedad valvular.

2. Introduccion

El corazén humano se divide en cuatro camaras: dos auriculas superiores (izquierda y
derecha) y dos ventriculos inferiores (izquierdo y derecho). Las auriculas reciben sangre
que entra al corazon, mientras que los ventriculos bombean la sangre fuera del corazoén.
Posee cuatro valvulas principales (tricuspide, mitral, pulmonar y aértica) que regulan el
flujo sanguineo unidireccional a través de sus camaras y hacia los grandes vasos. Estas
estructuras trabajan juntas para mantener un flujo sanguineo eficiente y continuo por
todo el organismo.

2.1. Valvula aértica humana: Estructura y composicion celular

La valvula adrtica humana es una estructura trilaminar con capas fibrosa, esponjosa y
ventricular, que le dan las propiedades biomecanicas necesarias para soportar la tensién
ciclica repetitiva. La capa fibrosa y la ventricular, enfrentadas a la aorta y al ventriculo
izquierdo respectivamente, estan compuestas de colageno vy fibras elasticas’.

Durante el desarrollo embrionario, las células intersticiales de la valvula adrtica (VIC)
son generadas por la transicion de células endocardicas a mesenquimatosas. Las VIC
son una poblacion diversa de células, que incluye a los fibroblastos y células de musculo
liso que mantienen la matriz extracelular. Se ha observado que a medida que la red de
fibras se vuelve mas gruesa, tanto las tensiones principales (mayores tensiones en una
direccion especifica) como las tensiones de corte (fuerzas tangenciales dentro del tejido)
aumentan, lo que incrementa la probabilidad de que el tejido sufra dafios estructurales?.

Las células endoteliales de la valvula adrtica (VEC), que se encuentran en contacto con
el flujo sanguineo, son mecanosensibles y responden a cambios en los factores
circulantes®. A diferencia del endotelio vascular, las VEC estan expuestas a patrones de
flup mas complejos y, en el lado ventricular de la valvula, se orientan
perpendicularmente al flujo sanguineo’.

2.2. Enfermedad de la valvula aértica calcificada

La estenosis de la valvula adrtica es la enfermedad valvular cardiaca mas frecuente en
el mundo. Esta afeccion surge principalmente de tres causas subyacentes: una
anomalia valvular congénita (valvulas unicuspides o bicuspides), la enfermedad
cardiaca reumatica, y por un proceso fibrético y calcificante que afecta a las valvas de



la valvula aodrtica calcificante®. La ultima, mal llamada estenosis de la valvula aédrtica
calcificante degenerativa es la mas prevalente y objeto de estudio en este TFM.

La enfermedad de la valvula adrtica calcificada (CAVD, en inglés) es una enfermedad
crénica caracterizada por el endurecimiento y la calcificacion de las valvas de la valvula
adrtica®. Se caracteriza por una remodelacidon fibrocalcificada progresiva y el
engrosamiento de las valvas de la valvula adrtica, lo que lleva a su obstruccion'®’. Este
proceso, ahora reconocido como no degenerativo sino activo, se caracteriza por la
acumulacion de depdsitos de calcio y fibrosis en las valvas, lo que provoca rigidez,
estrechamiento y obstruccion del flujo sanguineo a través de la valvula impidiendo su
apertura completa en respuesta al aumento de presion ventricular?®. Este progresivo
estrechamiento, junto con la sobrecarga de presion y la hipertrofia del ventriculo
izquierdo, resulta en los sintomas clasicos: insuficiencia cardiaca, sincope y angina®.

La prevalencia de esta enfermedad es notablemente mayor en hombres y mantiene una
tendencia ascendente a medida que avanza la edad®, afectando a mas del 2% de las
personas mayores de 75 afios y al 8% de las mayores de 84 afios.

Los factores de riesgo de CAVD incluyen el estilo de vida sedentario, obesidad,
dislipidemia, diabetes mellitus e hipertensién, la mayoria de los pacientes no
experimentan sintomas hasta la séptima u octava década de la vida™. Una vez que los
sintomas se manifiestan, la progresién de la enfermedad es rapida, lo que lleva a la
mayoria de los pacientes a someterse a un reemplazo quirurgico de la valvula adrtica o
a un implante transcatéter de la valvula aodrtica®” La fisiopatologia de la CAVD es
compleja y multifactorial, e implica una combinacion de factores genéticos y
ambientales, asi como diversos mecanismos celulares y moleculares.

Aunque las opciones de tratamiento han avanzado rapidamente en los ultimos afios, la
estenosis de la valvula adrtica sintomatica sigue estando asociada con una alta tasa de
morbilidad y mortalidad. Hasta ahora, no se ha establecido ningun tratamiento
farmacoldgico efectivo para prevenirla.

2.2.1. Diagnostico y tratamiento de la CAVD

El diagndstico y el seguimiento de la CAVD se realizan principalmente mediante técnicas
de imagen no invasivas. La ecocardiografia es la herramienta mas utilizada,
proporcionando datos sobre la gravedad de la enfermedad, el grosor de la pared
ventricular, y permitiendo la estimacion de la calcificacion valvular. La tomografia
computarizada sin contraste ofrece un sistema de puntuacién de calcificacion mas
detallado y reproducible. Ademas, la tomografia por emision de positrones (PET) es una
técnica avanzada que proporciona informacién sobre la actividad de procesos bioldgicos
especificos, como la inflamacion y la calcificacion™ 12,

En las etapas avanzadas de la CAVD, el tratamiento mas comun para la estenosis
aodrtica calcificada grave es el reemplazo quirdrgico de la valvula adrtica. Este
procedimiento implica la sustitucion de las valvas calcificadas por una valvula mecanica
o bioprotésica 3. Sin embargo, debido a los riesgos asociados con la cirugia a corazén
abierto y las complicaciones postoperatorias, se ha desarrollado una técnica
minimamente invasiva conocida como TAVI (Implante Transcatéter de Valvula Adrtica)™.
Aunque el TAVI es considerado actualmente el tratamiento mas efectivo con bajo riesgo
de mortalidad, su durabilidad es limitada y puede requerir intervenciones adicionales a
corto plazo. Por estas razones, su uso esta limitado en la practica moderna y se realiza
solo en algunos centros especializados'1316,

En el contexto farmacoldgico, actualmente, no existen terapias efectivas y aprobadas
para la CAVD. Diversos tratamientos probados, como estatinas, antihipertensivos y
medicamentos dirigidos a las vias de fosforilacion y calcificacion no han logrado frenar
la progresion natural de la enfermedad’. Principalmente, esta ausencia de
farmacoterapia se debe a la limitada comprensiéon de los mecanismos moleculares que
regulan la homeostasis valvular y la progresion de la enfermedad, la situacién se ve
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agravada por la compleja estructura, composicion celular y el microambiente de la
valvula adrtica’.

2.2.2. Fisiopatologia de la CAVD

El inicio y la progresion de la enfermedad son multifactoriales, involucrando varios
procesos como la acumulacion de lipidos, la inflamacion, la osteogénesis, la biosintesis
y agregacion de vesiculas extracelulares, la activacion plaquetaria, la
osteocondrogénesis, el remodelado de la matriz extracelular, la senescencia celular y
las fuerzas biomecanicas’®.

Durante la ultima década, estudios clinicos han proporcionado evidencia de que la
fisiopatologia de la CAVD ocurre en tres fases distintas: fase de iniciacion, de
propagacion y final de calcificacion, y se sabe que la inflamacion participa en las dos
primeras fases'®. La fase de iniciacién, similar a la aterosclerosis, se caracteriza por un
dano del endotelio valvular, la infiltracion de lipidos y células inmunes e inflamacién. La
fase de propagacién implica que las VIC adquieren un fenotipo similar al de los
osteoblastos, lo que impulsa un ciclo continuo de calcificacién vy fibrosis valvular, con
similitudes a la formacién del hueso esquelético. Las fases pueden coexistir
simultaneamente en diferentes grados y en diversas areas de la valvula durante el curso
de la enfermedad'®'":18,

En las etapas iniciales de la CAVD, se observa un engrosamiento esclerético/fibrético y
una calcificacion distrofica de las valvas, afectando principalmente a la capa fibrosa
(Figura 1). A medida que la fibrosis y la calcificacion avanzan, el estrechamiento del
orificio adrtico impide el gasto cardiaco, causando angina, dolor toracico, menor
tolerancia al ejercicio y remodelacién del ventriculo izquierdo, lo que eventualmente
puede requerir el reemplazo de la valvula adrtica o llevar a la muerte'®.
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Figura l. Patogenia de la valvulopatia adrtica calcificada. El ciclo de la CAVD muestra cémo
la valvula entre el ventriculo izquierdo y la aorta se ve afectada. A medida que avanza la
enfermedad, se observa el engrosamiento y la calcificacién de los tejidos valvulares, lo que
dificulta la apertura y cierre de la valvula'®.



Debido a que tanto la deteccion y el diagnostico clinico de los pacientes como la
investigacion basica actual se enfocan principalmente en las etapas finales de la
enfermedad, se dificulta el estudio y la comprension de las fases iniciales y progresivas
de la CAVD’. Una de las principales razones de esta limitacion es la falta de modelos
animales adecuados que reproduzcan fielmente la enfermedad®. Abordar esta brecha
en la investigacién es crucial para desarrollar intervenciones tempranas y mas efectivas
que puedan mejorar los resultados para los pacientes.

2.3. Papel de la inflamacion y la inmunidad en la patogenia de la CAVD

Numerosas evidencias experimentales apoyan el modelo actual que propone que la
inflamacion esta implicada en el desarrollo y progresion de la CAVD'?>'%20 Una
respuesta inflamatoria desregulada en las etapas de inicio de la enfermedad conduce a
la osteogénesis en las etapas media y tardia?'. La disrupcion del endotelio valvular
permite la infiltracion de células inmunitarias, con un aumento notable de linfocitos T,
monocitos y células presentadoras de antigenos, como macrofagos, leucocitos y células
B, en valvulas estendticas. En este contexto, los linfocitos T promueven la secrecion de
interferon gamma (IFN-y) que también regula otras vias inmunitarias?®®. Se ha
demostrado que el IFN-y, junto con el lipopolisacarido (LPS), induce la polarizacion de
macrofagos infiltrados hacia un estado inflamatorio tipo M1, facilitando a su vez la
liberacion de interleucinas (ILs) inflamatorias y colaborando con células osteogénicas
en la formacion 6sea en regiones calcificadas?. Entre las citosinas asociadas a la CAVD
esta IL-6, que es un péptido proinflamatorio circulante producido por diversos tipos de
células, como linfocitos, monocitos, fibroblastos y células endoteliales, cuya alta
expresion en la valvula aortica se ha demostrado que favorece la mineralizacion?.

El factor nuclear potenciador de cadenas ligeras kappa de células B activadas (NF-kB)
forma parte de una importante familia de factores de transcripcion involucrado en
muchas patologias cardiovasculares?. La activacion de NF-kB en las valvulas adrticas
se desencadena cuando citocinas proinflamatorias y productos microbianos se unen a
receptores en la superficie celular. Esto activa una cascada de senalizacion que fosforila
y degrada la proteina IkB, liberando NF-kB. Después, NF-kB se transloca al nucleo y
activa genes proinflamatorios, contribuyendo a la inflamacién, calcificacion y
degeneracién de las valvulas adrticas??23,

El factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1a) es un mediador transcripcional clave en la
respuesta hipdxica y un regulador maestro de la homeostasis del O,. HIF-1a participa
en cada paso de la angiogénesis, estableciendo una relaciéon fundamental con los
factores pro-angiogénicos durante la formacién de capilares en condiciones de hipoxia?.
Estudios previos han demostrado que la expresion de las proteinas HIF-1a y del factor
pro-angiogénicos VEGF es significativamente mayor en las zonas calcificadas de la
valvula adrtica®>. En el contexto de la CAVD, recientemente se ha demostrado la
estabilizacion de HIF-1a, por agentes inflamatorios e inmunitarios en normoxia con la
calcificacion de VICs humanas?'?%, Esto podria ser relevante en las etapas iniciales de
la CAVD debido a que HIF-1a regula genes metabdlicos, principalmente aquellos que
controlan la glicdlisis como GLUT1.

Paralelamente, las vias de la Janus quinasa (JAK) y los transductores de sefal y
activadores de la transcripcion (STAT) se han asociado recientemente con la CAVD.
Estas rutas reguladoras responden a citocinas, como IL-6 y los IFNs, promoviendo la
mineralizacion de las VIC. En particular, el IFN-y actia a través del receptor
heterodimérico IFNGR, que activa las vias JAK/STAT, desencadenando una amplia
gama de efectos?’. En este contexto, se han utilizado inhibidores de JAK de uso clinico
para prevenir la inflamacién y la calcificacion inducidas por IFN-y y LPS en VIC
demostrando que el eje JAK-STAT/HIF esta implicado en la calcificacion mediada por
inflamacion?.



2.4. Metabolismo energético celular en enfermedades cardiovasculares como la
CAVD

Recientemente, los cambios en el metabolismo celular de la CAVD han recibido una
atencion creciente, considerandose una respuesta adaptativa a estimulos mecanicos y
esenciales para las transiciones del destino celular. Estudios recientes demostraron que
la inflamacién reprograma el metabolismo de las VIC para favorecer procesos
patogénicos como la calcificacién y la diferenciacién osteoblastica. Esto se logra
mediante la regulacion negativa de la via oxidativa de las pentosas fosfato y el aumento
del flujo glucolitico y el estrés oxidativo. Estos hallazgos reflejan el perfil metabdlico de
las VIC estendticas y ofrecen nuevas pistas terapéuticas prometedoras 2.

2.4.1. La ruta de la glicolisis en enfermedades cardiovasculares como la CAVD

En los ultimos afos, se ha observado una desregulacion de la glicdlisis en
enfermedades del sistema cardiovascular?®2°, y en particular en patolégicos de la CAVD,
lo que ha abierto nuevas direcciones terapéuticas potenciales para su tratamiento®'. La
glicdlisis, que ocurre en el citoplasma, transforma la glucosa para producir piruvato y es
una via esencial del metabolismo de la glucosa. Este proceso esta relacionado con el
metabolismo energético, la homeostasis y funciones fisiolégicas como el movimiento
muscular, el desarrollo y la neurotransmisién. Ademas, la glicélisis produce piruvato y
una cantidad limitada de ATP para satisfacer las demandas energéticas, asi como
metabolitos que desempefian un papel crucial en la funcion celular®?32,

En los cardiomiocitos, la glucosa se convierte inicialmente en glucosa-6-fosfato (G6P)
por accion de la hexoquinasa. Luego, puede seguir diferentes rutas metabdlicas como
la glicdlisis, la via de las pentosas fosfato (PPP), la sintesis de hexosaminas (HBP) y la
biosintesis de serina. Un exceso de flujo de glucosa por estas vias esta asociado con el
estrés oxidativo y el desarrollo de complicaciones cardiovasculares?®3°.

La glicdlisis se activa por genes regulados por HIF-1a, incluyendo transportadores de
glucosa como GLUT1, y enzimas glucoliticas como la 6-fosfofructo-2-quinasa/fructosa-
2,6-bifosfatasa (PFKFB1-4), la hexoquinasa Il (HKII) y la enzima lactato deshidrogenasa
A (LDHA). Ademas, HIF-1a regula genes que disminuyen el metabolismo oxidativo
mitocondrial, como la piruvato deshidrogenasa quinasa 1 (PDK1)343.

En el contexto de la CAVD, tres estudios recientes demuestran un fenotipo
hiperglicolitico en valvulas de enfermos con CAVD52¢%, El aumento de glicdlisis se ha
asociado al proceso de calcificacion; tanto agentes mecanicos, inflamatorios e
hiperfosfatemia promueven el aumento de la glicélisis que mimetiza el cambio
metabdlico en la enfermedad valvular®?83°, Ademas, el aumento temprano de GLUT1
sugiere un intento del miocardio de incrementar la captacion de glucosa desde las fases
iniciales de la enfermedad. Un estudio reciente sobre hipertrofia cardiaca demostré que
HIF-1a se eleva durante la progresion de la CAVD, lo que podria estar relacionado con
el aumento de GLUT1 observado®.

2.4.2. Rol de la glutamina en patologias cardiovasculares

La glutamina es el aminoacido mas abundante en el organismo y constituye hasta el
40% de la reserva de aminoacidos libres en el musculo cardiaco®. Funciona como
sustrato para la sintesis de ADN, ATP, péptidos, proteinas, lipidos y antioxidantes, y
juega un papel crucial en procesos celulares como la proliferacién, la migracién, la
apoptosis y la senescencia celular®.

La glutamina juega un papel importante en la fisiopatologia cardiovascular. En
situaciones de isquemia-reperfusion la glutamina muestra beneficios significativos al
reducir el estrés oxidativo y nitrosativo, asi como al mitigar la inflamaciéon mediante la
inhibicion de la liberacion de mediadores inflamatorios y la expresion de moléculas de
adhesion®®. Ademas, promueve la expresion de hemo oxigenasa-1, proteinas de choque
térmico y glutation, y optimiza la sintesis de dxido nitrico como precursor de la arginina®.



Favorece también la activacion de macréfagos tipo M2, que contribuyen a la inhibicion
de la inflamacion®.

La glutamina desempefia un papel importante en la fisiologia y patologia cardiovascular
mitigando factores de riesgo como hipertension, hiperlipidemia, intolerancia a la glucosa,
obesidad y diabetes. Estudios han demostrado que la suplementacién con la glutamina
protege contra enfermedades cardiometabdlicas*’, lesiones por isquemia-reperfusion,
anemia de células falciformes y lesiones cardiacas, siendo beneficiosa para pacientes
con insuficiencia cardiaca®. Aunque no se ha determinado con certeza si su
metabolismo influye directamente en la estructura y funcién de los cardiomiocitos®’, es
importante considerar que el exceso de glutamina en el ciclo de Krebs puede
desencadenar respuestas angiogénicas aberrantes e hipertensién arterial.

En este sentido, la terapia dirigida a enzimas involucradas en la glutaminolisis, como la
glutaminasa-1, la glutamina sintetasa, la glutamato deshidrogenasa y el aminoacido
transaminasa, muestra potencial en modelos preclinicos *°. Aunque histéricamente la
investigacion y aplicacion clinica de la terapia con aminoacidos en enfermedades
cardiovasculares se ha centrado en la L-arginina, ahora se reconoce la importancia de
la glutamina®®.

Ademas, se ha demostrado recientemente que la captacién de glutamina y su
catabolismo son cruciales para la diferenciacion a miofibroblastos en el contexto de la
hipertrofia cardiaca, lo cual proporciona una justificacion sélida para evaluar nuevos
objetivos terapéuticos para tratar la fibrosis cardiaca®.

2.4.3. Ruta de la glutaminolisis

La glutaminolisis es el proceso mediante el cual las células convierten la glutamina en
metabolitos del ciclo del acido tricarboxilico (TCA) a través de diversas enzimas.
Inicialmente, la glutamina se transforma en glutamato por accion de la enzima
glutaminasa (GLS/GLS2). Luego, el glutamato se convierte en a-cetoglutarato (a-KG)
mediante la glutamato deshidrogenasa (GLUD) o un grupo de transaminasas, como
GOT, GPT y PSAT (Figura ll). El flujo a través de GLUD genera amonio, que puede
inducir autofagia, y cofactores como NADH y NADPH, mientras que las transaminasas
promueven la producciéon de aminoacidos no esenciales, como aspartato, alanina y
fosfoserina. El a a-KG generado puede servir como sustrato anaplerético en el ciclo del
TCA, y el citrato se forma cuando el oxalacetato derivado de la glutamina se condensa
con el acetato proveniente del acetil-CoA*'.
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P-pyruvate / Malate \ ) I
|__ Glutamate | Adenine
Srrvate ‘ | o OAA — GOT2 Aspartate Glahina
UV J
TN S _—akG
GPT | | l TCA cycle GoT
Al / | SKG / l > Glutamate
anine ” /
NNH* \ - /Cmate OAA
a-KG / I
NS / MDH
. _ MITOCHONDRION > l

Malate

Fatty

Gy acids

IDH1 —> Citrate — ACLY —> Acetyl-CoA— FASN —»>

Figura Il. Anaplerosis de la glutamina en el ciclo de TCA. La anaplerosis de glutamina en el
ciclo del TCA es el proceso mediante el cual la glutamina se convierte en intermediarios del ciclo
TCA para reponer y mantener los niveles de estos compuestos. Esto ayuda a mantener la funcién
del ciclo, que es crucial para la produccion de energia y la sintesis de biomoléculas en la célula.
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La generacion de acetil-CoA y otros a través de la glutaminolisis puede influir en la
acetilacion de histonas, afectando la expresion de genes “2. Recientemente se ha
descrito que la acetilacién de histonas en el contexto de CAVD. Un estudio reciente
demuestra la asociacién entre el estrés mecanico y el metabolismo de la glutamina en
el contexto de CAVD, en concreto en el proceso de la diferenciacion osteoblastica de
VIC®. Se ha demostrado que la glutaminasa 1 (GLS1), la enzima clave en la
glutaminolisis, promueve la diferenciacion miofibroblastica y osteogénica de las VIC al
aumentar la acetilacién de histonas asociada al acetil-CoA*3. En dicho estudio se utilizo
al inhibidor especifico de GLS1 bis-2-(5-fenilacetamido-1,3,4-tiadiazol-2-il)sulfuro de
etilo (BPTES) para reducir el contenido de nédulos de calcificacién y la actividad de la
fosfatasa alcalina en VIC*. Zhong et al., también demostraron que al eliminar GLS1 en
las VIC normales, se reduce tanto la expresion de marcadores osteogeénicos y
miofibroblasticos como la concentracion de acetil-CoA*. Estos hallazgos subrayan la
importancia del metabolismo de la glutamina y GLS1 en la regulacion de la
diferenciacion celular y ofrecen nuevas perspectivas para el tratamiento de
enfermedades valvulares.

Por otro lado, la relacién entre la inflamacion y el metabolismo de la glutamina, en la
patogénesis de la CAVD no se conoce. Su estudio podria identificar biomarcadores
precoces y mecanismos patogénicos especificos, lo que, a su vez, podria revelar nuevas
alternativas terapéuticas y estrategias preventivas mas efectivas que el reemplazo
valvular en etapas avanzadas de la enfermedad.

3. Hipotesis y objetivos

3.1. Hipotesis

En un estudio realizado por Sanchez-Bayuela T. y colaboradores se demostré como las
citocinas y patrones moleculares de patdégenos promueven una reprogramacion
metabdlica hacia un fenotipo mas glucolitico que es necesario para los procesos de
diferenciacién y calcificacion in vitro®, asi como una disminucién significativa en la
expresion del gen, que codifica para la enzima glutaminasa 1, GLS7%. Dicha enzima es
crucial en el proceso de glutaminolisis, un paso clave en el metabolismo energético
celular. Hallazgos recientes subrayan la importancia del metabolismo de la glutamina y
GLS1 en la regulacion de la diferenciacion celular en condiciones de estrés mecanico®.
A pesar de los avances en comprender como la inflamacién afecta el metabolismo
celular en contextos como CAVD, sigue siendo desconocido el papel exacto del
metabolismo de la glutamina en procesos que subyacen en la patologia de la CAVD, y
su estudio podria proporcionar nuevas alternativas terapéuticas.

En base a estos antecedentes, la hipotesis que se propone es que el metabolismo de la
glutamina desempefa un papel en la calcificacion mediada por inflamacion (citocinas y
patrones moleculares de patégenos) en un modelo celular de CAVD, VIC de pacientes
controles.

3.2. Objetivos:

1) Estudiar el papel de la glutamina en la calcificacion de las células
intersticiales de valvula adrtica bajo condiciones inflamatorias.

2) Evaluar el impacto de la inhibiciéon de la glutaminolisis y de la privacion de
glutamina en la expresion génica relacionada con el metabolismo energético
y la inflamaciéon en células intersticiales de la valvula aodrtica.



4. Materiales y Métodos

La composicidon de los medios de cultivo y tampones, las referencias y la fuente de
reactivos, kits y materiales empleados se pueden encontrar en el Anexo |.

4.1. Cultivo primario de células explantadas de valvulas adrticas humanas

Las VIC se aislaron de valvulas aérticas tricuspides humanas explantadas de pacientes
receptores de trasplante de corazon sin valvulopatia, intervenidos en el Hospital Clinico
Universitario de Valladolid. El estudio se realizé de acuerdo con la Declaracion de
Helsinki y cont6 con la aprobacion del comité de ética local (protocolo no. PI15-263). Se
obtuvo el consentimiento informado de todos los pacientes, varones de 55 +10 afios.

Las VIC se cultivaron en medio de crecimiento M199, suplementado con 10% de suero
fetal bovino inactivado por calor (FBSi) y 1% de solucion antibidtica-antimicotica. Se
cultivaron en una incubadora con 5% de CO2 a 37°C en una atmodsfera humeda. El
medio se reemplazé dos veces por semana. Las células se cultivaron hasta alcanzar
una confluencia del 85-90% y se levantaron usando una solucion de tripsina-EDTA,
luego se cultivaron con una concentracién final de 100,000 células por pocillo en una
placa de 6 pocillos. Para fines experimentales, solo se utilizaron células entre los pases
3y7.

4.2. Activacion de células para ensayos de Western blot y RT-gPCR

Antes de la activacién, las VIC se cultivan durante al menos 24 horas con el medio de
activacion M199 (suplementado con FBSi al 2 % y solucion antimicética antibidtica al 1
%) y al dia siguiente los pocillos indicados se tratan con medio DMEM sin L-glutamina y
DMEM con L-glutamina (100ng/mL), ambos medios suplementados con FBSi al 2 % y
solucion antimicética antibidtica al 1% en un volumen final de 1 ml/pocillo. Cuando esta
indicado, el BPTES (3ug/mL) se incuba durante 1 hora antes de la activacion celular.
Las células se activaron con una combinacion de los agentes proinflamatorios IFN-y
(100ng/mL) + LPS (1pug/mL) como en estudios previos (Figura 1lI).

Protocolo de
Western Blot

U

‘ il Protocolo de
= =
-24 hrs 37°C| 5% CO; 0hrs 37°C| 5% CO, 24 hrs - L
Cambio a medio Estimulo (inhibiciony Recogida de ."’
de activacion activacion) células . »
(M199) ~=

Figura lll. Disefio experimental para la activacion de células para ensayos Western blot y
RT-qPCR. llustracién creada en Biorender.

4.3. Reaccion en cadena de la polimerasa con retrotranscripcion (RT-PCR)

La técnica de RT-PCR se emplea para la cuantificacion precisa de la expresién de genes
especificos. Inicialmente, se sintetiza ADN complementario (ADNc) a partir de ARN total
mediante el uso de transcriptasa inversa o RT. Posteriormente, este ADNc sirve como
plantilla para la reaccion de PCR cuantitativa (QPCR), la cual se basa en la medicion de
un fluoréforo que se incorpora en cada ciclo de amplificacion del ADN, como se describe
en detalle a continuacion.

4.3.1. Extraccion de ARN

Para el andlisis de VIC humanas, se extrae ARN total con Tri Reagent®, siguiendo el
protocolo del fabricante, utilizando 1 mL de reactivo por cada 100,000 células.
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Posteriormente, el ARN total se extrae con cloroformo, 200 uL por cada 1 mL de Tri
Reagent®. Las muestras se mezclan y centrifugan a 12,000 x g durante 10 minutos a
4°C. Se recolecta la fase acuosa con ARN y se afiaden 500 uL de isopropanol. Tras
mezclar e incubar 10 minutos a temperatura ambiente, las muestras se centrifugan
nuevamente a 12,000 x g durante 10 minutos a 4°C. Se descarta el sobrenadante, se
lava el sedimento con etanol al 75%, se deja secar al aire y se resuspende en 15 pL de
agua tratada con DEPC. La cantidad de ARN total se mide por espectrofotometria
usando un Nanodrop 1000 (Thermo Scientific) analizando la relacion entre las
absorbancias A260/A280.

4.3.2. Retrotranscripcién para obtencion de ADNc

Se utilizan de 1-1.5 ug de ARN total para generar ADNc mediante retrotranscripcion.
Primero, se mezcla el ARN con 300 ng de cebadores aleatorios, 1 uL de dNTPs a 10 nM
y H20 mili-Q hasta un volumen de 12.5 pL. Las muestras se incuban 5 minutos a 65°C.
Luego, se anaden 4 uL de 5x First Strand Tampoén, 2 yL de DTT a2 mM y 0.5 uL de
RNAsIn®. La mezcla se incuba 2 minutos a 37°C. Se agrega 1 pL de la enzima M-MLV
RT a 200 U/uL. Las muestras se incuban 10 minutos a 25°C, 50 minutos a 37°C y 15
minutos a 70°C.

4.3.3. PCR cuantitativa (QPCR)

Para la reaccion de PCR en tiempo real se usan 20 ng de ADNc y Master Mix que
contiene el fluoréforo SYBR Green y la enzima ATP polimerasa. Para ello, se mezclan
9.2 uL de ADNc con 0.4 pL de cada cebador (sentido y anti-sentido) y 10 pL del reactivo
SYBR Green a cada pocillo de la placa. La secuencia de los cebadores de los genes
humanos de interés utilizados en el estudio se enumera en la Tabla 1.

Tabla 1. Secuencias de los genes utilizados en la gPCR

Nombre del Secuencia del cebador Secuencia del cebador
gen sentido (5°-3’) anti-sentido (3’-5’)
ACTA2 (a-SMA) | CCGACCGAATGCCAGAAGGA ACAGAGTATTTGCGTCCGAA
GAPDH TGCCAAATATGATGACATCAAGAA GGAGTGGGTGTCGCTGTTG
IL6 CACCTCTTCAGAACGAATTG CTAGGTATACCTCAACTCC
IL8 ATGACTTCCAAGCTGGCCCGT TCCTTGCAAAACTGCACCT
GLUT1 CTGCTCATCAACCGCAAC CTTCTTCCCCGCATCATCT

La gPCR se realiza en un analizador LightCycler480® bajo las siguientes condiciones:
(I) Una fase 5 minutos de desnaturalizacion a 95°C durante 5 minutos, (1) 45 ciclos de
15 segundos a 95°C, 20 segundos a 60°C y 5 segundos a 72°C, (lll) ciclo final de 5
segundos a 95°C, 1 minuto a 55°C y 10 segundos a 4°C. Los niveles de transcripcion
de cada gen se normalizan respecto a la expresion de GAPDH, un gen de referencia
usado como control enddgeno. Los datos se expresan como 2-2¢t (Ct=umbral de ciclo;
ACt=Ct del gen-Ct de GAPDH).

4.4. Inmunodeteccion de proteinas en ensayos de Western Blot

Se realiza un anadlisis de ftransferencia Western para la identificacion vy
semicuantificacion de proteinas diana en extractos de células completas. Las proteinas
se separan por tamano en un gel de poliacrilamida mediante electroforesis, utilizando el
método original SDS-PAGE y condiciones desnaturalizantes descritas por el método de
Laemmli*®, seguido de la transferencia a una membrana y la detecciéon inmunoldgica.

4.4.1. Extraccion y cuantificacion de proteinas mediante el ensayo de proteinas
de acido bicinconinico (BCA)

Para aislar los extractos totales de células, éstas se lisan con 75 pl/pocillo de tampdn
de lisis (ver preparacion en Anexo ). Las células se raspan, se recogen en un tubo
Eppendorf y se centrifugan a 7000 x g durante 20 minutos a 4°C. Los sobrenadantes
que contienen proteinas se recogen en un tubo nuevo.
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La concentracion de proteina total en los lisados celulares se mide usando el método
BCA con el kit BCA de Pierce™. Se mezclan 5 pl del extracto proteico con 100 ul de
reactivo BCA en una placa de 96 pocillos. El reactivo BCA se prepara con 50 partes de
reactivo Ay 1 parte de reactivo B. La mezcla se incuba durante 30 minutos a 37°C y la
absorbancia se mide a 570 nm en un lector de microplacas Versamax (). La
concentracion de proteina se calcula interpolando los resultados de absorbancia en una
curva estandar de albumina de suero bovino.

4.4.2. Procedimiento de Western Blot: SDS-PAGE y transferencia

Se preparan 30 pg de lisados proteicos en un volumen final de 75 L y se mezclan con
17.5 yL de Tampén Laemmli 5X (ver preparacion en Anexo |). Las muestras se calientan
a 100°C durante 5 minutos. Las proteinas se separan por electroforesis en gel de
poliacrilamida al 8-10% en condiciones desnaturalizantes (ver preparacion de los geles
en Anexo |). La electroforesis se realiza a 25 mA y 200 V, utilizando un marcador de
peso molecular como referencia, de la marca Bio-Rad.

Posteriormente, las proteinas se transfieren a una membrana de PVDF mediante un
sistema de transferencia en humedo a 400 mA durante 2 horas. La membrana de PVDF
se activa previamente en metanol durante 1 minuto y se lava con agua destilada durante
2 minutos (Figura IV).

| H m=

| . =

|

| —

J

> Membrana de
PVDF
Muestra + Termobloque Electroforesis en Transferencia a
Buffer Laemmli 100°C por 5min gel de membrana de
poliacrilamida PVDF

Figura IV. Esquema de procedimiento en ensayos de Western Blot. llustracion creada en
Biorender.

4.4.3. Inmunodeteccion de proteinas y visualizacion por quimioluminiscencia

Antes de la inmunodeteccion, se bloquean las membranas durante 1 hora a temperatura
ambiente con tampdn de bloqueo (ver preparacion en Anexo |) en constante agitacion.
Luego, se incuban con el anticuerpo primario correspondiente durante la noche a 4°C,
preparado segun las recomendaciones del fabricante, en leche desnatada al 5% en
TTBS con azida sddica al 0,02%, como se indica en la Tabla Il.

Al dia siguiente, las membranas se lavan 3 veces con TTBS durante 10 minutos a
temperatura ambiente y se incuban durante 1 hora a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario conjugado en TTBS con leche al 3%. Después, se lavan
nuevamente y se incuban por 1 minuto con sustrato de transferencia HRP ECL. La
quimioluminiscencia se detecta exponiendo las membranas a peliculas de
autorradiografia. Las bandas de proteinas se escanean con un densitometro GS-800
(Bio-Rad) y se cuantifican utilizando el software Quantity One (Bio-Rad).

Se usa anticuerpo anti-B-tubulina como control de carga. Los resultados se expresan
como unidades arbitrarias (au) normalizadas al control de carga y referidas a
condiciones basales. La lista de anticuerpos utilizados en este estudio se muestra en la
Tabla 2.
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Tabla 2. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en la inmunodeteccion

Proteina de Peso Dilucion del Anticuerpo primario / Anticuerpo
estudio molecular secundario
HIF-1a 120/110 1:1000 (TTBS-5% leche) / Anti-conejo
p-STAT1 95 1:1000 (TTBS-5% BSA) / Anti-conejo
B-tubulina 55 1:20000 (TTBS-5% leche) / Anti-raton
a-SMA 43 1:200 (TTBS-5% leche) / Anti-ratén
p-NF-kB 65 1:1000 (TTBS-5% BSA) / Anti-conejo

4.5. Ensayo de calcificacion In vitro

Los ensayos de calcificacion se realizan utilizando condiciones altas de fosfato
inorganico y bajas en suero como se describe en Villa-Bellosta et al., 2015 y en Parra-
Izquierdo et al.,20192%¢. Para similar el proceso patoldgico de la calcificacién in vitro, las
VIC se cultivan hasta una confluencia del 90 % en placas de 8 pocillos y se tratan
durante 7 dias con los estimulos y medios inductores de calcificacion correspondientes:

a) Medio M199 suplementado con FBSi al 1%, Pi 2,6 mM y solucién antibiética-
antimicética al 1%.

b) DMEM sin L-glutamina suplementado con FBSi al 1%, Pi 2,6 mM y solucién
antibiética-antimicotica al 1%.

c) DMEM con L-glutamina suplementado con FBSi al 1%, Pi 2,6 mM y solucién
antibiética-antimicética al 1%.

d) Inhibidor: BPTES 3ug/mL

e) Agentes proinflamatorios: IFN-y (100ng/mL) + LPS (1ug/mL).

Los medios y estimulos se renuevan cada dos dias durante 7 dias.

4.5.1. Deteccion de la mineralizacion por tincién con rojo de Alizarina (ARS)

La alizarina o 1,2-dihidroxiantraquinona es un compuesto organico utilizado para
visualizar y cuantificar la mineralizacion en cultivos celulares. En este método, las
células se tifien con una solucion de rojo de Alizarina, un derivado de la antraquinona,
que se une a los cristales de calcio y otros minerales presentes en la matriz extracelular
mineralizada. La intensidad de la tincidn de rojo de Alizarina se correlaciona con la
cantidad de calcificacidn presente en las muestras.

Las células se lavan con PBS y se tifien con una solucion de tinte ARS (Rojo de Alizarina
al 1,4% en agua, pH 4,2) durante 30 minutos en agitacion. Las células se lavan de 5 a
6 veces con PBS y se toman imagenes utilizando un microscopio de contraste de fases
(Nikon Eclipse TS100) conectado a una camara digital. Para la cuantificacion, se extrae
el tinte ARS con acido acético al 10% durante 30 minutos a temperatura ambiente en
agitacion, como se ha reportado anteriormente en Gregory et al., 2004*’. A continuacion,
las células se recogen en un tubo tipo eppendorf mediante raspado. Luego, se afiade
aceite mineral y se calienta a 85 °C durante 10 minutos, seguido de un enfriamiento en
hielo durante 5 minutos. Después se centrifuga a 16100 x g durante 20-25 minutos a
temperatura ambiente. La fase acuosa que contiene ARS se neutraliza con NH40H al
10%y se transfiere a una placa de 96 pocillos para medir la absorbancia a 450 nm
utilizando un lector de microplacas Versamax. Analisis metabdlico de células vivas. La
intensidad de la tincién de rojo de Alizarina se correlaciona con la cantidad de
calcificaciéon presente en las muestras.

4.6. Anélisis metabdlico en tiempo real mediante la tecnologia Seahorse y el kit de
Cell Mito Stress.

El analisis metabdlico en tiempo real se realiza utilizando el Agilent Seahorse XFe24.
Este equipo mide las dos principales vias metabdlicas: la respiracion mitocondrial y la
glicdlisis, evaluando la tasa de consumo de oxigeno (OCR) y la tasa de acidificacion
extracelular (ECAR) de células vivas en una placa multipocillo. Este método emplea
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sondas fluorescentes para detectar O, y H* libres. Brevemente, el analizador metabdlico
Seahorse mide las tasas basales de OCR y ECAR antes de agregar inhibidores
metabdlicos. La OCR se mide en unidades de pmol/minuto y la ECAR en mpH/minuto.

Las VIC se incuban con su pretratamiento y agentes inflamatorios correspondientes 24
hr antes de su analisis. La cantidad de células necesarias va entre 30.000 a 35.000 por
pocillo de la placa de Seahorse de 24 pocillos. Los inhibidores, previamente cargados
en los puertos de administracion de farmacos del cartucho, se inyectan secuencialmente
en las células, permitiendo calcular diferentes parametros metabdlicos. Se pueden
realizar varios ensayos utilizando distintas combinaciones de inhibidores metabdlicos.
Posteriormente, se realiza un analisis de datos utilizando el software Seahorse
Analytics.

La prueba de estrés Agilent Seahorse Cell Mito Stress se basa en la inyeccién
secuencial de tres moduladores de la respiracion mitocondrial: oligomicina, cianuro de
carbonilo-4-(trifluorometoxi) fenilhidrazona (FCCP) y rotenona/antimicina A (Figura V).
La inyeccion de estos moduladores en el orden adecuado permite calcular pardmetros
clave de la funcidon mitocondrial. Para normalizar los datos, las células se cuantifican
mediante tincién de nucleos con Hoechst a 1 uM al final del experimento. El recuento
de células se realiza utilizando un lector de microplacas Cytation 5 (Biotek/Agilent, Santa
Clara, CA, EE. UU.) conectado al analizador Seahorse. Se utiliza el software Seahorse
Analytics (htips://seahorseanalytics.agilent.com), para calcular varios parametros clave
como: ECAR basal (mpH/min/10* células), respiracién basal (pmol/min/10* células),
respiracion maxima (pmol/min/10* células), producciéon de ATP vinculada a la
fosforilacion oxidativa (pmol/min/10* células), fuga de protones (pmol/min/10* células),
capacidad respiratoria adicional (pmol/min/10* células), y respiracién no mitocondrial
(pmol/min/10*células).

Seahorse XF Cell Mito Stress Test Profile Oligomicina (1.5uM): Inhibidor de

) ) o la ATP sintasa:
Mitochondrial Respiration |Respiracion mitocondrial
Rotenone & |Sintesis de ATP
Oligomycin FCCP antimycin A

D FCCP (2uM): Agente desacoplador
de la cadena de transporte de
electrones y fosforilacion oxidativa:
| Potencial de membrana
mitocondrial

1T OCR complejo IV

i\
\> Spare
4 / Capacity

20 8 Rotenona / antimicina A (0.5uM):
Inhibidores del Complejo I/1lI:
| Respiracion mitocondrial

Figura V. Perfil de la prueba metabédlica del ensayo Mito Stress. Esta figura muestra los
parametros clave de la funcion mitocondrial y la secuencia de inyecciones de moduladores
metabdlicos. También ilustra la inyecciéon secuencial de moduladores para el ensayo de Mito
Stress, sus concentraciones de uso y su efecto metabdlico posterior. Figura tomada de la pagina
web de Agilent - Seahorse XF Cell Mito Stress Test Kit.
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5. Resultados

5.1. La inhibicion de la enzima clave en la glutaminolisis, GLS1, aumenta la
calcificacion in vitro de las VIC explantadas de pacientes sin enfermedad
valvular.

Como se ha comentado en el apartado de Introduccion, estudios del grupo asocian a la
inflamacién con una reprogramacion metabdlica de VIC hacia un fenotipo mas glucolitico
que es necesario para los procesos de diferenciacién y calcificacion in vitro, y muestran
que agentes inflamatorios como IFN-y y LPS promueven una disminucion significativa
en la expresion del gen que codifica para la enzima glutaminasa 1, GLS1%24, Con este
antecedente, se llevo a cabo una serie de experimentos para investigar el papel del
metabolismo de la glutamina y la enzima GLS1 en el proceso de la calcificacion de VIC
humanas. Para ello se utilizé un inhibidor alostérico y especifico de la enzima GLS1, bis-
2-(5-fenilacetamido-1,3,4-tiadiazol-2-il) sulfuro de etilo (BPTES). El estudio se realiz6
en un modelo celular de VIC explantadas de valvulas adrticas de pacientes sin
enfermedad valvular y se llevo a cabo la induccion de la calcificacion in vitro de las VIC
durante 7 dias y los nédulos de calcificacion se visualizaron y se cuantificaron mediante
la tincién con rojo de alizarina.

Las imagenes de la tincion de alizarina obtenidas mediante microscopia 6ptica revelaron
un aumento en los nddulos de calcificacion en las células tratadas con BPTES (Figura
1B) en comparacion con las no tratadas (Figura 1A). La cuantificacion de la tincién
revela un aumento estadisticamente significativo de la mineralizacion en VIC tratadas
con BPTES (Figura 1D). La co-estimulacién con LPS e IFN-y indujo una marcada
mineralizacién (Figura 1C), corroborando hallazgos previos?. Se detectd una diferencia
significativa entre la mineralizacion de las células tratadas con BPTES y aquellas
tratadas con BPTES y activadas con LPS+IFN-y, pero no se observé cambio por el
pretratamiento con BPTES en células activadas (Figura 1D).

A) NO TRATADAS

T k)
eTL\ !

B) BPTES

m

10

(Fold change)

Tinciéon Rojo de Alizarina

o_
LPSHFNy - + - +
BPTES - - + +

Figura 1. La inhibicién de la actividad de la primera enzima de la ruta de la glutaminolisis
GLS1 incrementa la calcificacion basal, pero no afecta a la calcificaciéon inducida por
inflamacién en VIC humanas. Las VIC se incubaron durante 7 dias con medio de calcificacién
(M199 que contiene glutamina (0,68mM), suplementado con FBSi al 1%, fosfato inorganico 2,6
mM vy solucidn antibidtica-antimicética al 1%); las VIC correspondientes se pretrataron con el
inhibidor de GLS1, BPTES (3uM) durante 1 hr y se activaron o no con los agentes
proinflamatorios IFN-y (100ng/mL) + LPS (1ug/mL). Imagenes representativas de la tincion con
Rojo de Alizarina y su respectiva cuantificacion. N=6 cultivos aislados de individuos
independientes). La barra negra representa la escala de 100um. *p<0.05, ***p<0.001,
****n<0.0001, ns = no significativo. Prueba de ANOVA One-way con el test Tukey's a posteriori.
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Los resultados indican que la inhibicion de la enzima GLS1 en la ruta de la glutaminolisis
aumenta los nédulos de calcificacién en VIC. Ademas, sugieren que esta inhibicion no
tiene un efecto modulador adicional sobre la calcificaciéon mas alla de lo observado en
las células activadas con agentes inflamatorios.

5.2. La carencia de la glutamina en el medio de cultivo celular no modifica la
calcificacion de las VIC

El siguiente paso fue investigar el efecto de la privacion de la glutamina en la
calcificacion in vitro de las VIC #'*0. Para ello, las VIC se cultivaron en medio de
calcificacion DMEM con y sin glutamina durante 7 dias, como se describe en el apartado
4 de Materiales y Métodos. Los resultados de la tincién con rojo de alizarina indicaron
que la ausencia de la glutamina no tiene efectos significativos en la calcificacion de las
VIC comparado con el medio con glutamina (Figura 2A-B, E). Ademas, se induce la
calcificacién mediada por agentes inflamatorios tanto en presencia como en ausencia
de glutamina (Figura 2C-E). Estos hallazgos sugieren que la captacion de glutamina no
es relevante en el proceso de mineralizacion de las VIC.
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Figura 2. La presencia y ausencia de glutamina en el medio de cultivo no altera los niveles
de mineralizacién de VIC tanto a nivel basal como la inducida por agentes inflamatorios.
Las VIC fueron cultivadas durante 7 dias con medio de calcificacion (DMEM suplementado con
FBSi al 1%, fosfato inorganico 2,6 mM y solucién antibidtica-antimicotica al 1%; con o sin
glutamina (0.68mM) y las células se activaron con los agentes proinflamatorios como en la Figura
1. Imagenes representativas de la tincion con Rojo de Alizarina y su respectiva cuantificacion
(N=5). La barra negra representa 100um. **p<0.01, ***p<0.001, ns = no significativo. Analisis de
ANOVA Two-way con el test de Sidak a posteriori.

5.3. La inhibicién de la enzima GLS1 no afecta a los niveles de transcritos del gen
IL-8 ni a la activacion del factor de transcripcion NF-kB y muestra una tendencia
a reducir la expresion de IL-6 bajo condiciones inflamatorias

Parra-lzquierdo |, et al.?®, demostraron que la coestimulacion de VIC con IFN-y + LPS
induce la secrecion de las citocinas proinflamatorias /IL-6 e IL-8, que habian sido
asociadas a la patogenia de la CAVD contribuyendo a la calcificacién y degeneracion de
las valvulas aodrticas %, y Sanchez-Bayuela T, et al.?®, demostraron que la glicolisis es
necesaria para la sobreexpresiéon de citocinas en el contexto de la enfermedad. Asi
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también, se ha demostrado que la citocina proinflamatoria IL-6 se une a receptores en
la superficie celular lo que activa una cascada de sefializacion que lleva al transporte de
NF-kB al nicleo donde activa la expresion de genes proinflamatorios, 2.

Por lo anterior, nuestro trabajo abordo el posible papel de la glutamina en este proceso,
y se cuantificaron tanto los niveles de los transcritos de /L-6 e IL-8 mediante la técnica
de RT-gPCR como la activacion de NF-kB mediante ensayo Western Blot con la finalidad
de estudiar la inhibicion de GLS1 con BPTES y su modificacién en la respuesta
inflamatoria. En los experimentos realizados en las VIC activadas por IFN-y + LPS se
observé un aumento significativo en la expresion de IL-6 e IL-8 respecto a las no tratadas
(Figura 3A-B), confirmando lo descrito previamente por Parra-lzquierdo |, et al.,?®. En
el caso de IL-6, se observd una tendencia a disminuir sus niveles de transcritos en las
VIC pretratadas con BPTES y activadas por IFN-y + LPS respecto a las células activadas
sin pretratamiento. (Figura 3A). En las células pretratadas con BPTES no se obtuvo un
incremento en /L-8 bajo condiciones inflamatorias, lo que indica que la inhibicion de
GLS1 no afecto los niveles de transcritos de la IL-8 (Figura 3B). En ambos casos se
observé una gran variabilidad de respuesta segun los pacientes, con lo que la dispersion
de datos sugiere la necesidad de un aumento en el tamafio muestral para que los datos
sean concluyentes.

En paralelo, se investigé el posible efecto en la activacion de NF-kB analizando la
fosforilacion de la isoforma p65 en ensayos de Western blot, y usando B-tubulina para
normalizar la carga. El andlisis de la densitometria de las bandas revela una tendencia
a incrementar la fosforilacion de NF-kB-p65 por activacion con LPS+IFN-y. Esta descrito
un aumento significativo de NF-kB por agentes inflamatorios?, lo que quiza se explique
por la variabilidad observada segun los pacientes. Por otra parte, la activacion de NF-
kB en VIC pretratadas con BPTES y activadas por IFN-y + LPS no se altera con el
pretratamiento con BPTES (Figura 3C).
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Figura 3. La inhibicién de GLS1 con BPTES no modifica los niveles de transcritos de la IL-
8 ni la activacion de NF- kB bajo condiciones inflamatorias, pero tiende a disminuir los
niveles de IL-6 en VIC humanas. Las células se cultivaron en medio de activacion M199 que
contiene glutamina (0,68mM), suplementado con FBSi al 2 % y solucién antimicoética antibidtica
al 1 %. Las VIC correspondientes se pretrataron con BPTES durante 1 hr y se activaron con los
agentes proinflamatorios durante 24 h con las dosis indicadas en la Figura 1. (A-B) La
cuantificacion de los niveles de transcritos de IL-6, IL-8 se realizé6 mediante RT-qPCR (N=4). (C)
Se evalud la activacion de pNF-kB-65 (B) n=5 mediante ensayo de Western Blot *p<0.05,
***p<0.001. ns = no significativo. ANOVA One-way con el test de Sidak a posteriori.

5.4. La privacion de la glutamina en el medio de cultivo no afecta a la expresion de
los genes IL-6 e IL-8 ni a la activacion de NF-kB bajo condiciones inflamatorias.

El siguiente paso fue medir los niveles de los transcritos de los genes /IL-6 e IL-8 y la
activaciéon de NF-kB en células privadas de glutamina exdgena bajo condiciones
inflamatorias?>?® En nuestro ensayo se utilizé un medio de cultivo que carecia de
glutamina y se coestimulo con los agentes inflamatorios IFN-y y LPS. Los resultados del
analisis de RT-gPCR indican que la privacién de glutamina en VIC bajo condiciones
inflamatorias no tiene un impacto en la expresién génica puesto que no se observaron
cambios en los niveles de los transcritos de los genes IL-6 e IL-8 de las células que
fueron privadas de glutamina exdgena respecto con las que recibieron glutamina en el
mismo entorno inflamatorio (Figura 4A-B). No se observé diferencia en la activacion de
pNF-kB en ausencia de glutamina bajo condiciones inflamatorias (Figura 4C). Estos
hallazgos sugieren que en ausencia de glutamina en el medio extracelular no se
modifica la expresion de citocinas relevantes en inflamacion ni la activacion del factor
de transcripcion NF-kB.
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Figura 4. La privacion de la glutamina en el medio de cultivo no afecta la expresién de los
genes IL-6 e IL-8 ni la activacion de NF-kB bajo condiciones inflamatorias. Las células
fueron cultivadas medio DMEM sin glutamina suplementado con FBSi al 2 % y solucién
antimicoética antibidtica al 1 %; previamente en el medio correspondiente se adicioné glutamina
(0.68mM) y las células se activaron con los agentes proinflamatorios IFN-y (100ng/mL) + LPS
(1pg/mL) durante 24 h. (A-B) La cuantificacién de los transcritos de IL-6, IL-8 se realiz6 el analisis
mediante gPCR (N=4). (C) Se evalud la activacion de pNF-kB-65 (B) n=5 mediante ensayo de
Western Blot, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. Prueba de ANOVA Two-way con el test de
Sidak a posteriori.

5.5. La inhibicién de la glutaminolisis no afecta a la estabilizacion de la proteina HIF-
1a en las VIC bajo estimulacion inflamatoria.

En el contexto de la CAVD, de acuerdo con los estudios realizados por Parra-lzquierdo
et al.?® la combinacion de LPS e IFN-y induce la estabilizacion del factor HIF-1a en
condiciones normoéxicas en las VIC a través de un mecanismo mediado por la ruta
JAK/STAT125, Esto podria ser relevante en las etapas iniciales de la CAVD debido a que
HIF-1a regula genes metabdlicos, principalmente aquellos que controlan la glicolisis
como GLUT1. Para explorar el papel de la glutaminolisis en la activaciéon del eje JAK-
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STAT/ HIF, se realizé un ensayo de Western analizando la estabilizacion de la proteina
HIF-1a.

Los resultados del analisis de Western blot no muestran un cambio en la cantidad de la

estabilizacion de la proteina HIF-1a en células pretratadas con BPTES y coestimuladas
con IFN-y + LPS con relaciéon a las células activadas por los agentes inflamatorios sin
pretratar (Figura 5). Los datos indican un incremento en la estabilizacion de HIF-1a en
las células activadas con IFN-y + LPS comparado a las VIC no tratadas (Figura 5), lo
cual confirma estudios previos reportados. Estos hallazgos indican que la inhibicion de
la glutaminolisis y coestimulacion con IFN-y + LPS no afecta la estabilizacion de HIF-1a
en las células.
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Figura 5. BPTES no altera el aumento en la estabilizacién de HIF-1a en VIC activadas con
agentes inflamatorios. Las células fueron cultivadas en medio de activacién M199 que contiene
glutamina (0,68mM), suplementado con FBSi al 2 % y solucién antimicotica antibidtica al 1 % .
Las VIC correspondientes se pretrataron con BPTES (3uM), se preincubaron durante 1 hr y se
activaron con IFN-y (100ng/mL) + LPS (1ug/mL) durante 24h. El analisis de la estabilizacion de
la proteina HIF-1a mediante ensayos de Western Blot (N= 5) *p<0.05, **p<0.01. Prueba de
ANOVA One-way con el test de Tukey's a posteriori.

5.6. La privacién de la glutamina extracelular tiende a disminuir la estabilizacion de
HIF-1a por agentes inflamatorios en las VIC

Seguidamente, para estudiar el impacto de la privacion de glutamina bajo condiciones
inflamatorias en la estabilizacién de la proteina HIF-1qa, se disefié un experimento donde
las VIC fueron cultivadas en medios con y sin glutamina, y posteriormente coestimuladas
con agentes inflamatorios como IFN-y + LPS. Todos los experimentos revelaron que en
células cultivadas sin glutamina existe una reduccion aproximada del 50% en la
estabilizacion de HIF-1a en relacion con las células privadas de glutamina activadas con
IFN-y + LPS (Figura 6). La variabilidad de las respuestas en los individuos explica que
se precise aumentar el tamafio muestral para obtener significancia estadistica. Estos
hallazgos sugieren que la glutamina desempefia un papel crucial como regulador de la
actividad de HIF-1a en contextos inflamatorio.
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Figura 6. La privacion de glutamina tiende a disminuir la estabilizacion de HIF-1a en VIC
en condiciones inflamatorias. Las células fueron cultivadas medio DMEM sin glutamina
suplementado con FBSi al 2 % y solucién antimicética antibiética al 1 %; previamente en el medio
correspondiente se adiciond glutamina (0.68mM) y las células se activaron con los agentes
proinflamatorios IFN-y (100ng/mL) + LPS (1pg/mL) durante 24h. Posteriormente, se evalud la
estabilizacion de HIF-1a (A) n=4 mediante técnicas de transferencia Western. *p<0.05. ANOVA
Two-way con test de Sidak a posteriori.

5.7. La inhibicion de la glutaminolisis no afecta a la reprogramaciéon metabdlica
inducida por agentes inflamatorios

En estudios recientes realizados por T. Sanchez-Bayuela et al., se observd que la
presencia de IFN-y y patrones moleculares de patdégenos induce una reprogramacion
metabdlica en VIC caracterizada entre otros por una mayor tasa de acidificacion celular
(ECAR)%, El andlisis metabolico mediante la tecnologia Seahorse vy el kit de Cell Mito
Stress reveld un aumento en ECAR en VIC cuando son coestimuladas con IFN-y y LPS
(Figura 7A), corroborando que estos agentes inflamatorios estimulan el metabolismo
celular hacia una mayor actividad glucolitica. Cuando las VIC son pretratadas con
BPTES y posteriormente activadas con IFN-y y LPS durante 24h, también se observa
una tendencia al aumento en ECAR, pero de menor magnitud en comparacion con las
células activadas. Por otro lado, no hubo ningun efecto significativo de activacion con
agentes proinflamatorios sobre la tasa de consumo de oxigeno (OCR) (Figura 7B). El
consumo de oxigeno no mitocondrial aumentd de manera significativa con el tratamiento
con IFN-y y LPS, como se habia descrito?, pero no se observaron cambios relevantes
en células pretratadas con BPTES (Figura 7C).
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Figura 7. La inhibicion de la glutaminolisis no afecta la reprogramacion metabdlica
inducida por agentes inflamatorios. Analisis metabdlico en tiempo real utilizando el ensayo de
Seahorse Cell Mito Stress realizado en VIC tratado con BPTES (3ug/mL), IFN-y (100ng/mL) +
LPS (1pg/mL) durante 24h. (A) Grafico de ECAR representativo (N = 3) (B) Cuantificaciéon de

OCR (N = 3). Los datos se expresan N=3. *p<0.05. Prueba de ANOVA One-way con el test
Tukey's a posteriori.
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6. Discusion

En las etapas iniciales de la CAVD la inflamacién promueve el proceso de la calcificacion
de valvulas adrticas y se ha descrito recientemente que a nivel celular las VIC humanas
expuestas a un entorno inflamatorio sufren una reprogramacion metabdlica hacia una
hiperglicolisis que controla el proceso de la calcificacidn 28. El presente estudio se baso
en estudios preliminares del grupo en los que agentes proinflamatorios alteran la
expresion de genes metabdlicos, en concreto reducen la expresion de GLS7 en VIC#y
en investigaciones previas que subrayan la importancia de la glutamina en la fisiologia
y patologia cardiovascular?’3°, Los resultados de este estudio ofrecen nuevas
perspectivas sobre el papel de la glutamina y la glutamindlisis en la calcificacién
mediada por inflamacién de las VIC humanas.

Los estudios iniciales se enfocaron en investigar el efecto de la inhibicién de GLS1 en
la calcificaciéon de VIC humanas usando una aproximacion farmacolégica con un
inhibidor selectivo de la enzima y un medio de calcificacion con alto fosfato que
recapitula la calcificacién tipo osteogénica y distréfica. Los resultados revelaron un
aumento estadisticamente significativo en la calcificacion en células pretratadas con
BPTES, aunque inferior al incremento de mineralizacion observado en células
inflamadas. Estos datos junto con la bajada de la expresién de GLS7 en VIC
inflamadas*, sugieren que la inhibicion de la glutaminolisis por agentes inflamatorios
podria contribuir, al menos en parte, a la calcificaciéon de VIC en un entorno inflamatorio.
Esto apunta a que la glutaminolisis podria jugar un papel homeostatico en VIC humanas.
Por otra parte, la inhibicién de la glutaminolisis no alterd la calcificacién mediada por
agentes inflamatorios; se podria especular que la potente calcificacién en células
inflamadas esta ya en niveles maximos. Recientemente, Zhong et al.*® quienes llevaron
a cabo estudios in vitro con VIC, demostraron que la inhibicion de la enzima GLS1 con
BPTES y en condiciones de estrés mecanico reduce la diferenciacion osteogénica
inducida y mediada por el canal i6nico Piezo en VIC calcificadas en un medio
osteogénico®. Esta disparidad aparente con nuestros resultados se podria explicar por
el diferente tipo de calcificacion analizada y/o por el diferente ambiente celular. Por una
parte, Zhong et al estudian una calcificacion osteogénica, por diferenciacion celular a
estirpe tipo osteoblasto, en el presente estudio se usé medio de calcificacion con alto
fosfato que recapitula la calcificacion tipo distréfica, con nucleacién y mineralizacion
sobre cuerpos apoptéticos;. Ambos tipos de calcificaciones se han detectado en valvulas
de enfermos con CAVD®. Por otra parte, el estudio de Zhong et al se realizé en
condiciones de estrés mecanico, mientras que nuestro estudio se hizo en condiciones
estaticas, y en su caso se observan efectos opuestos en GLS1 segun el flujo es
oscilatorio o laminar, y no muestran el efecto de BPTES solo. Finalmente, otra
explicacién especulativa es que si en el proceso de la glutaminolisis se genera glutation
(GSH), un antioxidante que elimina especies reactivas de oxigeno (ROS) a través de la
accion de la glutation peroxidasa®®, la inhibicién de este proceso por BPTES podria
afectar a la homeostasis redox, potencialmente induciendo estrés oxidativo y
contribuyendo a la calcificacion tipo distréfica en VIC. Sin embargo, se requieren
investigaciones adicionales para aclarar y profundizar en estos mecanismos.

A continuacion, para investigar el efecto de la captacién de glutamina, se estudié el
impacto de la presencia/ausencia de glutamina en el medio de cultivo en la calcificacion
in vitro y se encontr6é que la privacion de glutamina no modifica la calcificacion de las
VIC a nivel basal ni bajo condiciones inflamatorias. Esto sugiere que la captacién de
glutamina no es determinante en este proceso. Por otra parte, se ha descrito que un
aumento de la glicdlisis y el estrés oxidativo son cruciales en el proceso de calcificacion
de VIC en medio de alto fosfato?®. Es importante destacar que la variabilidad en los datos
se debe a la diversidad de muestras de VIC utilizadas, obtenidas de pacientes con
distintos perfiles médicos y metabdlicos y hacen necesario un incremento en el tamafio
muestral para confirmar estos datos.
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En el contexto de la inflamacion, el estudio de Parra-lzquierdo |, et al?®, ha descrito que
la coestimulacion de las VIC con IFN-y + LPS induce significativamente la secrecion de
las citocinas proinflamatorias, conocidas por ser caracteristicas de la CAVD. Sanchez-
Bayuela T* demostré que un aumento de la glicolisis es fundamental para dichos
procesos. Con este precedente, nuestros resultados de PCR y Western blot indican que
la inhibicion de la glutaminolisis no afecta a los niveles de transcritos del gen /L-8 ni en
la activacion de NF-kB, factor de transcripcion regulador de genes inflamatorios entre
otros, en VIC expuestas a condiciones inflamatorias. Esto sugiere que, bajo estas
condiciones experimentales, podrian participar otras rutas metabdlicas para mantener
la produccién de IL-8 y la activacién de NF-kB, de hecho un incremento en la glicélisis
es necesaria para dichos procesos*. No obstante, se ha observado una tendencia hacia
la reduccién de los niveles de transcritos del gen /L-6 inducidos por agentes
inflamatorios en estas células. Esta tendencia inhibitoria sugiere que la glutaminolisis
podria participar en la produccion de IL-6 inducida por IFNs y patrones moleculares de
patdgenos, pero se requieren investigaciones adicionales para obtener resultados
concluyentes.

El siguiente paso fue investigar la estabilizacion de HIF-1a, un factor de transcripcion
que desempefia un papel central en el metabolismo y en particular en la regulacién de
genes glicoliticos, y cuya induccion normoéxica por agentes inflamatorios se ha descrito
en VIC humanas®. Ademas, en condiciones normdxicas HIF-1a se ha asociado al
metabolismo de la glutamina®. En el estudio, el analisis de la proteina HIF-1a confirma
investigaciones previas del grupo?®. En nuestros resultados, con respuestas variables y
dispares segun los individuos, la estabilizacion de HIF-1a bajo condiciones inflamatorias
no se altera por la inhibicion de la glutamindlisis, lo que sugiere que la glutaminolisis no
es relevante en la estabilizacion de HIF-1a . Recientemente se ha demostrado que la
estabilizacion de HIF-1a por agentes proinflamatorios depende de la glicolisis?®. Por otra
parte, se encontr6 en todos los cultivos primarios analizados que la carencia de
glutamina exoégena tiende a disminuir la estabilizacion de HIF-1a en condiciones
inflamatorias. El efecto inhibitorio no es estadisticamente significativo dada la
variabilidad de respuestas segun el individuo, pero es importante destacar que en los 4
cultivos primarios analizados se observd inhibicion de al menos un 50%. Esta reduccién
parcial HIF-1a en ausencia de glutamina exogena sugiere que la captacion de glutamina
podria participar, al menos en parte, en la estabilizacién de HIF-1a por agentes
proinflamatorios en normoxia. Este mecanismo se uniria a la contribucion de un aumento
de la glicdlisis a través de la rutas JAK/STAT en la estabilizacion normoxica de HIF-1a
descrito recientemente por el grupo?®®. Se requieren investigaciones adicionales para
obtener resultados concluyentes y profundizar en el papel de la glutamina en la
estabilizacion de HIF-1a.

A continuacién, se realizaron estudios de analisis metabdlico en tiempo real basados en
investigaciones realizadas por Sanchez-Bayuela T en las se observd que la inyeccion
aguda de BPTES reduce la reprogramaciéon metabdlica de VIC inducida por agentes
inflamatorios, en concreto la acidificacién extracelular indicativa de glicélisis y la
respiracion no mitocondrial**. El presente estudio se centré en analizar el efecto a
tiempos mas largos, 24 h, a los que se habia observado bajada de los niveles de
transcritos de GLS7 en células inflamadas. Los resultados preliminares del analisis
metabdlico en tiempo real de 3 pacientes muestran variaciones en la respuesta; en
conjunto sugieren que la inhibicion de la glutamindlisis durante 24 hr no afecta la
reprogramacién metabdlica inducida por agentes inflamatorios en VIC. Por un lado, los
resultados confirman un incremento significativo en la tasa de acidificacién extracelular
o ECARy la respiracion no mitocondrial en las VIC cuando se coestimulan con IFN-y y
LPS*. Este aumento en ECAR es indicativo de un cambio hacia un metabolismo celular
mas glucolitico. Y corroboran que la tasa de consumo de oxigeno (OCR) no se afecta
en un entorno inflamatorio. Pero la inhibicion de la glutaminolisis no parece afectar de
modo significativo ni la tasa de ECAR ni la respiraciéon no mitocondrial, a diferencia de
lo observado en tratamientos cortos con BPTES #4. Hay que tener en cuenta que estos
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resultados son preliminares y realizados en cultivos de 3 pacientes con respuestas muy
variables. Esto explica la dispersion de datos. Se precisa aumentar el tamano muestral
para obtener resultados concluyentes y se requieren investigaciones adicionales para
aclarar el papel de la glutamina en la reprogramacion metabdlica en un entorno
inflamatorio.

Los resultados presentados proporcionan una vision integral del impacto de los
estimulos inflamatorios y la inhibicion de la glutaminasa en el metabolismo de las VIC.
La estimulacion inflamatoria claramente impulsa un aumento en el metabolismo
glucolitico, un rasgo caracteristico de la activacion celular en condiciones inflamatorias.
La inhibicion de la glutaminasa por BPTES simula este efecto, sugiriendo la participacion
de las vias metabdlicas de glucosa y glutamina en la reprogramacion del metabolismo
asociado a la fisiopatologia de VIC humanas. Estos estudios son relevantes para
reproducir la fase inicial de la enfermedad CAVD en la que la inflamacion juega un papel
patogénico relevante.

7. Conclusiones

e La inhibicién farmacolégica de la enzima GLS1 aumenta la calcificacion in vitro
de las células valvulares intersticiales humanas. Sugiere que la glutaminolisis
podria contribuir, al menos en parte, a la calcificacion inducida por inflamacion.

¢ Lainhibicién de la enzima GLS1 no altera los niveles de transcritos del gen /L-8
ni la activacién del factor NF-kB, pero muestra una tendencia a reducir los niveles
de IL-6 bajo condiciones inflamatorias.

¢ Laausencia de glutamina exdgena no afecta la calcificacion de las VIC activadas
y no activadas y tampoco afecta a la expresion de los genes IL-6 e IL-8 ni a la
activacion del regulador transcripcional NF-kB bajo condiciones inflamatorias.

e La inhibicién de la glutamindlisis no tiene un impacto en la estabilizacién de la
proteina HIF-1a en las VIC bajo estimulacién inflamatoria, mientras que la
privacion de glutamina extracelular tienen a disminuirla.

e La inhibicion de la glutamindlisis no afecta directamente a los cambios
metabdlicos inducidos por agentes inflamatorios en las VIC.
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9. Anexo . Lista de materiales y preparacion de soluciones

1. Reactivos quimicos

- Acrilamida/bis acrilamida: Bio-Rad, Hércules, CA; REF. 1610158.

- Aprotinina: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO; REF. A4529.

- Azida sodica: Merck, Darmstad, Alemania; REF. 6688.

- Azida sédica: Merck, Darmstadt, Germany; REF. 6688.

- Cloruro de potasio (KCI): Merck, Darmstadt, Alemania; REF. 4936.

- Cloruro de sodio (NaCl): Merck, Darmstadt, Alemania; REF. 4936.

- Dodecil sulfato de sodio (SDS): Sigma-Aldrich, St. Louis, MO; REF. 436143.

- Dodecilsulfato de sodio (SDS): Sigma-Aldrich, St. Louis, MO; REF. 436143.

- Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF): Roche Diagnostics, Barcelona, Espafia;
REF. 10236608001.

- Fluoruro de sodio (NaF): Sigma-Aldrich, St. Louis, MO; REF. S-1504.

- Hidroxido de amonio (NH4OH): Sigma-Aldrich St. Louis, MO; REF. 1336-21-6

- Hidroxido de sodio (NaOH): Sigma-Aldrich, St. Louis, MO; REF. 211465.

- Leupeptina: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO; REF. L2884

- N, N, N’, N'-Tetrametiletilendiamina (TEMED): Sigma-Aldrich, St. Louis, MO; REF.
T9281

- Ortovanadato de sodio (NasVOa): Sigma-Aldrich, St. Louis, MO; REF. S6508.

- Persulfato de amonio (APS): Sigma-Aldrich, St. Louis, MO; REF. A-3670.

- Rojo de alizarina: Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri; REF. A5533

- Tri(hidroximetil) aminometano (Tris; CsH11NO3): Sigma-Aldrich, St. Louis, MO;
REF. TR0424000.

- Tris-clorhidrico (Tris-HCI): Sigma-Aldrich, St. Louis, MO; REF. RES3098T-B7.

- TRizol: Thermo Scientific, Carlsbad, CA; REF. 10296010.

- Tween-20: Scharlab, Barcelona, Spain; REF. TW00220100.

2. Disolventes

- Cloroformo (CHCIs): Merck, Darmstadt, Germany; REF. 1.02445.1000.

- Etanol (C2HsO): PANREAC, Barcelona, Espana; REF. 141091.1214.

- Isopropanol (2-propanol; CsHsO): Thermo Scientific, Waltham, MA; REF. A461-4

- Metanol (CH4O): PANREAC, Barcelona, Espana; REF. 141091.1224

3. Cultivos celulares

- Agentes antibiéticos-antimicéticos (100 pg/mL penicilina, 100 pg /mL
estreptomicina, 0.25 mg/mL anfotericina B): Gibco Invitrogen, Carlsbad, CA; REF.
15240-062.

- BPTES: Bis-2-5-phenylacetamido-1,2,4-thiadiazol-2-yl ethyl sulfide 3uM, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO

- DMEM: Medio Modificado de Eagle de Dulbecco, suplementado con 10% FBSi y
1% de solucion antibidtica-antimicaética.

- FBSi: suero fetal bovino inactivado, Hyclone, Carsbad, CA; REF. SV30160.03.

- IFN-y recombinante humano: Peprotech Inc., Londres, Reino Unido; REF. 300-02.

- L-glutamina: BioWhittaker, Lonza Basel, Switzerland; REF. BE17-605.

- LPS de Escherichia coli 0111B4: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO; REF. L2630

- M199: Medio de Cultivo 199, suplementado con 10% FBSi y 1% de solucion
antibiotica-antimicética.

- Placas de 6 pocillos (10 cm?/pocillo): Corning, Tewksbury, MA; REF. 3506.

- Solucién salina tamponada con fosfato (PBS): NaCl 137 mM, KCI 2.68 mM,
Na;HPO4 10 mM, KH2PO4 1.8 Mm pH. 7.4

- Tripsina-EDTA: BioWhittaker, Lonza Basel, Switzerland; REF. BE17-161F.
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. Western Blot

Acrilamida 30%: Bio-Rad, Hércules, CA; REF. 1610158

Kit Pierce™ BCA protein assay: Thermo Scientific, Carlsbad, CA; REF. 23227.
Kit Pierce™ ECL Western Blotting Substrate: Thermo Scientific, Walthma, MA,;
REF. 32106.

Marcador de pesos moleculares: Thermo Scientific, Carlsbad, CA; REF. 26634
Membranas Hybond de difluoruro de polivinilideno (PVDF): Amersham,
Marlborough; MA; REF. 1060023.

Peliculas de autorradiografia: Fuijifilm, Tokio; Japon; REF. 4741019289.
Rascador de células: Corning, Tewksbury, MA; REF. 3008.

Solucién de bloqueo: TTBS y 5% (p/v) de leche en polvo.

Tampon de electroforesis: Tris hidroximetil aminometano 25 mM, glicina 192 mM
y 0.1% (p/v)

Tampon de lisis: TNE + NP40 (1%), NaF 0.5M, Na3zVOs 200mM, PMSF 0.1M,
Leupeptina, Aprotenina

Tampoén de transferencia: tris hidroximetil aminometano 25 mM, glicina 192 mM,
metanol 20% (v/V) y SDS 0.03% (p/V).

Tampon Laemli SX: Tris-HCI 325 mM, pH 7.5, glicerol al 50 %, SDS al 10 % (p/v),
B-mercaptoetanol al 10 % y azul de bromofenol 0,01 mg/ml.

TTBS: Solucién Salina Amortiguada con Tris y Tween

. RT-qPCR

Cebadores para la reaccion de RT: Invitrogen, Carlsbad, CA; REF. Pieza n.°
58875.

DEPC (pirocarbonato de dietilo): Sigma-Aldrich, St. Louis, MO; REF. D-5758.
DTT: Ditiotreitol (soluciéon 0.1 M) Invitrogen, Carlsbad, CA; REF. N/P Y00147.

Inhibidor de ribonucleasas RNAsin®: Promega, Madison, Wisconsin; REF. N251B.
Master Mix SYBR Green: Kapa Biosystems, Wilmington, MA; REF. KK4610.
Mezcla de desoxirribonucleétidos trifosfato (dNTP): Amersham Biosciences,
Londres, Reino Unido; REF. 10297

M-MLV RT: Transcriptasa Inversa del Virus de la Leucemia Murina de Moloney,
Invitrogen, Carlsbad, CA; REF. 28025-013

. Analisis metabdlico mediante tecnologia Seahorse

Antimicina A: inhibidor del complejo mitocondrial 0.5uM, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO.

FCCP: cianuro de carbonilo-4-(trifluorometoxi) fenilhidrazona. Agente
desacoplador de la cadena de transporte de electrones y fosforilacion oxidativa
10uM, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO.

Flux Packs: Agilent Technologies, Santa Clara, CA; REF. 102340100

Kit Seahorse XF Cell Mito Stress Test: Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
REF.103010-1000.

Medio Seahorse (SH): medio comercial, 0.001% (v/v) piruvato, 0.025% (V/V)
glucosa y 0.001% (v/v) L-glutamina.

Oligomicina: inhibidor de la ATP sintasa 1.5uM, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO.
Rotenona: inhibidor del complejo mitocondrial 1uM, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO
Seahorse XF calibrador: Agilent Technologies, Santa Clara, CA; REF. 100840-000.
Seahorse XF medio y suplementos: Agilent Technologies, Santa Clara, CA;
REF.103681-100.
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