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Sague el maximo partido
a su lector de placas

Descubra como el ensayo de consumo de oxigeno Agilent MitoXpress Xtra, el ensayo
de glicdlisis Agilent pH Xtra y el ensayo de oxigeno intracelular Agilent MitoXpress
pueden ayudarle a:

— Medir la actividad mitocondrial y la glicdlisis en células vivas.

— Pasar de los ensayos indirectos de punto final con células a evaluaciones directas e informativas con
productos que solamente requieren mezclar y medir para analizar la funcion mitocondrial, la actividad
glicolitica y la oxigenacion celular.

— Realizar un multiplexado con otros ensayos relevantes.

— Irmas alld de la monocapa a la hora de medir cultivos de células en suspension, microbianos
y especificos en 3D.

— Mejorar la productividad gracias a los sencillos ensayos metabolicos en microplacas estandar,
que solamente requieren mezclar y medir.

— Llevar a cabo medidas en mitocondrias aisladas de forma comoda y en un alto nimero de muestras.

— Estudiar la relacion entre la disponibilidad de oxigeno y las alteraciones del metabolismo celular.



Ensayo de consumo de oxigeno MitoXpress Xtra

Medida del consumo celular de oxigeno

ik

La medida del consumo de oxigeno es un indicador
funcional basico del metabolismo celular y, en concreto,
de la funcién mitocondrial. El uso de este tipo de medidas
para estudiar el metabolismo de las células vivas aporta
importantes conocimientos delmecanismo de la funcion
celulary el papel de las alteraciones metabdlicas en el
progreso de las enfermedades.

El ensayo de consumo de oxigeno MitoXpress Xtra es
una valiosa herramienta para investigar el metabolismo.
Ofrece una sencilla medica cinética del metabolismo
aerébico usando microplacas estandar y lectores de
placas de fluorescencia. La respiracion provoca que la
concentracion de oxigeno en la muestra disminuya. Esto
hace que la sefial del sensor MitoXpress Xtra aumente

y proporcione una medida del consumo de oxigeno.

La Figura 1T muestra un estudio del consumo de oxigeno
de cardiomiocitos humanos derivados de iPSC (Cor.4U,
de NCardia) mediante el ensayo MitoXpress Xtra.

En células tratadas con un desacoplador (FCCP), la tasa
de cambio de la sefial aumento debido al incremento de
la respiracion. En cambio, el tratamiento con un inhibidor
de la respiracion mitocondrial (antimicina A) tuvo el efecto
contrario. La tasa de cambio de la sefial disminuyé debido
al menor consumo de oxigeno. Estas medidas pueden
realizarse para una amplia variedad de formulaciones de
medios, lo que facilita el disefio flexible de ensayos.
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Figura 1. (A) Estudio del consumo de oxigeno de Cor.4U (NCardia), medido con el
ensayo Agilent MitoXpress Xtra. La respiracion celular consume el oxigeno disuelto, lo
que provoca un aumento de la sefial de la sonda MitoXpress Xtra. El tratamiento con
antimicina A (un inhibidor de la respiracion mitocondrial) inhibe el consumo de oxigeno
y, por consiguiente, reduce la tasa de cambio de la sefial de la sonda. El tratamiento
con FCCP (un desacoplador) incrementa el consumo de oxigeno, lo que a su vez hace
aumentar la tasa de cambio de la sefial de la sonda. (B) Estos efectos metabdlicos
pueden evaluarse mediante el anélisis de la tasa de cambio de la sefial de la sonda
MitoXpress Xtra: cuanto menor sea dicha tasa de cambio, menor serd la actividad
metabdlica aerdbica.



Soluciones MitoXpress Xtra para toxicologia

Cribado de toxicidad farmacégena

La disfuncion mitocondrial farmacdgena es un
problema asociado a diversas clases de farmacos y se
ha comprobado que contribuye de forma significativa
a la toxicidad para el higado, el corazén, los rifiones,
los musculos y el sistema nervioso central.

Gracias al formato de microplaca y al excelente
rendimiento, el ensayo MitoXpress Xtra es una practica
solucion para el cribado temprano de la sensibilidad
mitocondrial a los farmacos y la elaboracion de curvas
de relacién dosis-respuesta (Figura 2). Estos estudios
pueden llevarse a cabo con diversos modelos in vitro
adecuados, como hepatocitos primarios o cardiomiocitos
y hepatocitos derivados de hiPSC.
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Figura 2. (A) Medida del consumo de oxigeno de células hiPS-HEP (Clontech) con
el ensayo Agilent MitoXpress Xtra, en la que el factor Z' tuvo un valor de alrededor
de 0,7. (B) Curva de relacion dosis-respuesta de la nifedipina (un bloqueador de
los canales del calcio) en un ensayo de respiracion mitocondrial con cardiomiocitos
Cor.4U. Los valores se obtuvieron a partir de pendientes normalizadas respecto al
control del vehiculo.

Medida de la respiracion en mitocondrias aisladas

La medida de la respiracion en mitocondrias aisladas
resulta ahora mas sencilla que nunca gracias al ensayo
MitoXpress Xtra. Este ensayo permite evaluar la actividad
de la cadena de transporte electrénico (ETC) de forma
directa y comoda, con una alta productividad y usando
microplacas y lectores de placas de fluorescencia
convencionales (Figura 3A). Esto facilita el cribado de
compuestos y el andlisis de la relacion dosis-respuesta
(Figura 3B). Ademas, el uso de combinaciones especificas
de sustratos e inhibidores posibilita una evaluacion
mecanicista mas detallada para los complejos individuales
de la ETC y las proteinas mitocondriales asociadas.

En comparacién con los planteamientos polarograficos
convencionales, el volumen de muestra relativamente bajo
que requiere el ensayo MitoXpress Xtra permite realizar
mas réplicas por aislamiento. El bajo volumen de muestra
requerido incrementa sensiblemente la cantidad de datos
gue pueden obtenerse a partir de una unica preparacion
mitocondrial, sobre todo si se usan placas de 384 pocillos.
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Figura 3. Anélisis de la respiracion de mitocondrias aisladas de hepatocitos de rata
con el ensayo Agilent MitoXpress Xtra. (A) Inhibicion y desacoplamiento posteriores al
tratamiento con moduladores mitocondriales convencionales. (B) Cribado con un panel
de farmacos desconocidos usando mitocondrias de hepatocitos de rata para identificar
la disfuncion mitocondrial farmacdégena (farmacos 3y 7).



Soluciones MitoXpress Xtra de multiplexado

Evaluacion multiparametrica y multiplexada
de la funcién mitocondrial

Los conocimientos sobre la respuesta celular pueden
ampliarse combinando los ensayos MitoXpress Xtra o

pH Xtra con la medida de otros parametros relevantes y
compatibles con los lectores de placas, como el potencial
de la membrana mitocondrial (MMP), las especies
oxigenadas reactivas (ROS) o el contenido celular de ATP.
Esto permite a los investigadores mejorar la caracterizacion
de los efectos de los tratamientos o los cambios en las
condiciones de la funcion celular. También contribuye a
contextualizar las perturbaciones metabolicas observadas
sin tener que llevar a cabo tratamientos en paralelo o usar
distintas plataformas tecnoldgicas.

Un ejemplo es la medida multiplexada de la viabilidad celular
(Calcein AM) y la respiracion mitocondrial (MitoXpress

Xtra) para comprender mejor los efectos colaterales del
tratamiento farmacoldgico sobre la funcién celular (Figura 4).
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Figura 4. Medida multiplexada con Agilent MitoXpress Xtra y Calcein AM en células
HepG2 tratadas con: (A) antimicina A; y, (B) tamoxifeno durante 24 horas. Ambos
farmacos reducen la respiracion mitocondrial (linea azul clara). El tamoxifeno mostro
un efecto significativo sobre la viabilidad, mientras que el tratamiento con antimicina
A no conllevé una reduccion sensible de la viabilidad celular (linea azul oscura). Esto
indica que los efectos de la antimicina A sobre la respiracion estan asociados a un
mecanismo mitocondrial mas directo.

Los indicadores de la funcion mitocondrial, como el
MMPy la generacion de ROS, también pueden evaluarse
en paralelo al consumo de oxigeno. Estos parametros
resultan de especial interés a la hora de investigar el papel
de la mitocondria en la fisiologia celular.

La Figura 5 muestra la medida multiplexada de la sefial

de MitoXpress Xtra y el MMP (usando JC-1) en células
HepG2 tratadas con dos moduladores metabdlicos: FCCP
y antimicina A. Ambos compuestos reducen el potencial
de la membrana; sin embargo, producen distintos efectos
en el consumo de oxigeno, lo que demuestra que la
medida de varios parametros relevantes puede mejorar los
conocimientos adquiridos.
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Figura 5. Medida con Agilent MitoXpress Xtra y JC-1 en el mismo pocillo. Las células
HepG2 se trataron con antimicina A o FCCP. Ambos compuestos redujeron el valor del
MMP: (A) el FCCP provocéd un aumento caracteristico en el consumo de oxigeno; v,
(B) la antimicina A inhibi¢ la respiracion.



Soluciones MitoXpress Xtra para la medida del metabolismo

microbiano

Medida de la proliferacion, el metabolismoy la
respuesta a los antibiéticos de los microbios

El ensayo MitoXpress Xtra es un método sencillo y de alta
sensibilidad para realizar andlisis con un lector de placas

y medir el crecimiento de las células procariotas o llevar a
cabo un cribado de compuestos antibioticos sin necesidad
de llevar a cabo multiples diluciones de las muestras o
laboriosos estudios con cultivos en agar. También resulta
muy Util para estudiar el metabolismo microbiano.

El formato de ensayo con lector de placas ofrece la
productividad y la resolucién necesarias para hacer
cribados y obtener de forma comoda datos de Cl;

o concentracion minima inhibitoria (CMI). La Figura 6
muestra como se aplicd este método para estudiar la
proliferacién microbiana, generar datos de la relacion
dosis-respuesta y evaluar los efectos metabolicos
especificos del tratamiento de un hongo con dos
compuestos distintos.
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Figura 6. Perfiles de consumo de oxigeno de C. albicans medidos con concentraciones
decrecientes de siembra. Las muestras de C. albicans se trataron con concentraciones
crecientes de: (A) anfotericina B; y, (B) fluconazol. (C) La anfotericina B provoco una
reduccion dependiente de la dosis en el consumo de oxigeno, mientras que el fluconazol
no caus6 ningun tipo de disminucion en el consumo de oxigeno. Estas observaciones
guardan relacion con el modo de actuacion de los farmacos.



Ensayo de glicolisis pH Xtra

Medida de la actividad glicolitica
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La medida de la acidificacion extracelular es un método muy

Util para estudiar la actividad glicolitica y se puede llevar a
cabo con comodidad en lectores de placas de fluorescencia

o

7 -
resuelta en el tiempo (TRF) con el ensayo de glicélisis pH :g 24 “
Xtra. La acidificacion extracelular se debe, en gran medida, £ ?3 X 107 -
a la transformacion del piruvato en lactato, que hace § ?
disminuir el pH del tampon del ensayo. La sonda pH Xtra é %2 X107
detecta con una elevada sensibilidad esta reduccion del pH ?3; g 1x107-
y la transforma en un incremento de la sefial de la sonda. § ¢
La medida del pH aporta importante informacion sobre 0 © v o
el papel crucial que desempefan las alteraciones de la 06\‘\@(\ .\'Q\“Q’ o
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fisiologicos y fisiopatoldgicos, como el cancery la
adaptacion celular a la hipoxia.

Figura 7. (A) Estudio de la actividad glicolitica de células A549 con el ensayo de
glicolisis Agilent pH Xtra. El tratamiento con 2-desoxiglucosa (2-DG), un inhibidor de
la hexoquinasa, inhibe la acidificacion extracelular, lo que se indica mediante una
reduccion de la sefial de la sonda. El tratamiento con oligomicina A, un inhibidor

de la generacion de ATP mitocondrial, produce un incremento de la produccion de
ATP glicolitico para mantener la homeostasis energética celular. (B) Los cambios

en la acidificacion extracelular pueden evaluarse de forma comoda mediante la
representacion del pH o la concentracion de protones [H*] frente al tiempo.



Soluciones MitoXpress Xtra y pH Xtra

Medida del metabolismo celular en cultivos en 3D

LLa medida del metabolismo celular con un lector de placas
también puede realizarse con cultivos en suspension y
sistemas de cultivos en 3D especificos (por ejemplo, RAFT,
Mimetix o Alvetex). Los cultivos celulares en 3D facilitan

el desarrollo de interacciones intracelulares complejas, lo
gue ayuda a reducir la brecha entre los sistemas bioldgicos
in vitro e in vivo. La Figura 8 muestra como se usaron

los ensayos MitoXpress Xtra'y pH Xtra para medir el
metabolismo celular en matrices en 3D (RAFT, Lonza) sin
alterar la integridad de la estructura en 3D.
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Figura 8. (A) Efecto relativo del tratamiento farmacolégico sobre el consumo de
oxigeno en cultivos en 3D de células Ab49 (RAFT), medido con el ensayo Agilent
MitoXpress Xtra. (B) Efecto relativo del tratamiento farmacoldgico sobre la velocidad
de acidificacion extracelular de cultivos de células HepG2 (RAFT), medido con el
ensayo de glicolisis Agilent pH Xtra.

Medida combinada de la glicdlisis
y el consumo de oxigeno

El uso combinado de los ensayos MitoXpress Xtray

pH Xtra permite evaluar la estabilidad del metabolismo
celular como linea base para posteriores estudios
metabdlicos. La Figura 9 muestra céomo se pueden
combinar estos ensayos para estudiar el equilibrio entre
el consumo de oxigeno y la glicdlisis en diversos tipos

de células. La figura también muestra como se puede
modular dicho equilibrio metabdlico mediante la variacion
de la disponibilidad del sustrato.
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Figura 9. (A) Andlisis combinado de glicélisis y respiracion mitocondrial en estirpes
de células cancerosas con los ensayos Agilent MitoXpress Xtra y Agilent pH Xtra.
(B) Efecto de la disponibilidad de glucosa sobre el metabolismo de las células
UB7MG. El aumento de la disponibilidad de glucosa produjo una disminucion de la
respiracion y un incremento de la gliclisis. Datos por cortesia del Dr. Karl Morten,
de la Universidad de Oxford (Reino Unido).



Ensayo de oxigeno intracelular MitoXpress Intra

Oxigenacion intracelular e hipoxia

La disponibilidad de oxigeno a nivel celular tiene una
importante influencia en la fisiologia, la transduccion

de sefiales y el metabolismo de las células. Por este
motivo, se estan usando concentraciones de oxigeno

mas bajas y fisioldgicamente relevantes en los estudios

in vitro, sobre todo en campos como el metabolismo de
las células cancerosas, el descubrimiento de farmacos y

la investigacion cardiovascular y neuronal. Sin embargo,
un elemento esencial de dichos modelos in vitro es la
capacidad de monitorizar la oxigenacion celular, ya que las
fluctuaciones de este parametro dinamico pueden afectar
a la interpretacion de los datos. Por lo tanto, comprender la
profundidad y la duracion de la oxigenacion experimentada
por el modelo celular es un aspecto de gran importancia.

El ensayo MitoXpress Intra constituye una solucion

para la medida de la concentracion intracelular de O, en
células vivas. La célula absorbe el reactivo y este puede
monitorizarse usando lectores de placas de fluorescencia
que dispongan de la capacidad de hacer medidas de
fluorescencia resueltas en el tiempo (TRF) con lectura
doble. La sondarespondera en tiempo real a los cambios
que puedan producirse en la concentracion intracelular
de oxigeno y estén causados por variaciones de las
condiciones ambientales o la respiracion celular.

Ademas de ser una herramienta informativa de
monitorizacion, el ensayo también permite a los
investigadores establecer relaciones entre las respuestas
metabolicas y los niveles de oxigeno disponibles. Estos
parametros son extremadamente importantes para la
isquemia, el metabolismo de las células cancerosas y la
hipoxia. La Figura 10 muestra como puede utilizarse el ensayo
MitoXpress Intra para determinar importantes diferencias
entre los niveles de oxigeno reales y aplicados en las células.
Estas diferencias dependen del nimero, la proliferacion, el
tipoy la sensibilidad metabdlica de las células; por lo tanto,
la magnitud de la hipoxia experimentada por las células no
puede inferirse de la concentracién ambiental de oxigeno.
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Figura 10. Monitorizacion de las concentraciones de 0, en muestras que contienen
células HepG2 en un cultivo en 3D (RAFT, Lonza) en respuesta a una concentracion
ambiental decreciente de 0,. Con la concentracion atmostérica de O, las células
presentan unos niveles de oxigenacion de alrededor del 10 %, mientras que con una
concentracion ambiental del 5 % 0, dichos niveles estan proximos al 0 % de O,

Esta reduccion de la oxigenacion puede tener importantes
consecuencias fisioldgicas y, si no se mide, puede dar
lugar a la interpretacion erronea de los datos debido a

la falta de informacién sobre los niveles de oxigenacion
experimentados por el modelo celular que se esté
estudiando. Esto resulta evidente en la Figura 11, donde
se observa una estabilizacion del HIF del 40 % con un
nivel de oxigenacion celular de alrededor del 1,5 % de O,,.
Sin embargo, si no se hubiese medido la oxigenacion,

se habria asumido que este nivel de estabilizacion
corresponderia a una concentracion de aproximadamente
el5%deQ,
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Figura 11. Estabilizacion del HIF medida con un marcador luminiscente del HIF en
células HT-1080 con concentraciones decrecientes de oxigeno. La estabilizacion del
HIF esté relacionada con la concentracion aplicada de oxigeno (linea azul clara) y los
niveles reales de oxigenacion experimentados por las células, medidos con Agilent
MitoXpress Intra (linea azul oscura). Estos datos muestran que, salvo que se mida la
oxigenacion celular, se llegara a conclusiones erroneas acerca de la relacion entre la
disponibilidad de oxigeno y la estabilizacion del HIF. Datos por cortesia del Dr. Karl
Morten, de la Universidad de Oxford (Reino Unido).



Soluciones MitoXpress Intra

Estudio del metabolismo de las células
cancerosas en condiciones de hipoxia

La monitorizacion en tiempo real de la oxigenacion

celular con MitoXpress Intra permite a los investigadores
determinar de forma precisa la magnitud de la hipoxia
experimentada por un modelo celular. Al igual que el ensayo
MitoXpress Xtra, MitoXpress Intra puede combinarse con
otros ensayos para lectores de placas, incluyendo medidas
de viabilidad, MMP y ROS. Esto resulta especialmente
relevante en la investigacion del metabolismo de las células
cancerosas, donde la relacion entre el ambiente hipdxico
del tumor, la flexibilidad metabdlica y el fenotipo del cancer
adquiere especial importancia.

Un ejemplo de esto se muestra en la Figura 12, que
recoge las medidas multiplexadas de la oxigenacion
celulary la actividad glicolitica obtenidas con MitoXpress
Intra y el ensayo de glicolisis pH Xtra. Las medidas se
llevaron a cabo en condiciones de hipoxia y también

con la concentracion atmosférica de oxigeno, y los

datos obtenidos ponen de manifiesto la influencia de la
oxigenacion sobre la actividad glicolitica.
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Figura 12. Acidificacion extracelular de células A549, medida con el ensayo de
glicolisis Agilent pH Extra mutiplexado con el ensayo Agilent MitoXpress Intra para
determinar las concentraciones intracelulares de oxigeno en condiciones de hipoxia
impuestas por la unidad de control atmosférico del lector de placas. La velocidad

de acidificacion extracelular basal de las células tratadas con vehiculo aumento
aproximadamente hasta el triple en condiciones de hipoxia (linea azul clara), mientras
que la capacidad glicolitica, medida mediante el tratamiento con oligomicina (un
inhibidor de la generacion de ATP mitocondrial; linea azul oscura), permanecio
constante.



La ventaja de Agilent

El metabolismo sustenta todas las respuestas celulares y, por lo tanto, es una medida funcional esencial en el campo
de la biologia celular. Gracias a la gama de sondas metabdlicas compatibles con lectores de placas de fluorescencia,

Agilent pone ahora a su disposicion un conjunto completo de soluciones para estudios in vitro del metabolismo celular.

Las aplicaciones que se muestran en este documento son ejemplos de cémo usar estos ensayos para analizar el
metabolismo y la funcion celulares. Para obtener recursos adicionales, protocolos mas detallados y mas informacion
sobre como utilizar nuestras sondasmetabdlicas solubles para dar respuesta a sus necesidades de investigacion,
visite www.agilent.com o contacte con nosotros directamente en cellanalysis.support@agilent.com.
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Gama de analisis celular de Agilent

Nuestras tecnologias de analisis de células vivas en
tiempo real son una auténtica referencia en el mercado
y han ayudado a los investigadores a rebasar los limites
establecidos en numerosos campos de investigacion.

Para obtener mas informacién sobre nuestra gama
completa de soluciones, visite nuestra pagina web:
www.agilent.com/chem/discoverxf.

Mas informacion
www.agilent.com/en/products/cell-analysis/mitoxpress-
ph-xtra-consumables

Base de datos de publicaciones
www.agilent.com/publications-database/

Base de datos de referencias sobre andlisis celular
www.agilent.com/cell-reference-database/

Seminarios web
www.agilent.com/en/training-events/eseminars/
cell-analysis-webinar-series

Asistencia técnica a nivel mundial
cellanalysis.support@agilent.com

EE. UU.y Canada
1-800-227-9770 (seleccione primero la opcion 3y,
después, la opcidn 8)

Europa

Reino Unido: 0500 096 7632
Alemania: 0800 180 66 78

Otros paises de la UE: +45 3236 9878

Solo para uso en investigacion. Prohibido su uso
en procedimientos diagndsticos.

Esta informacion esta sujeta a cambios sin previo aviso.
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