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1. RESUMEN

La cardiotoxicidad inducida por quimioterapéuticos, como la doxorrubicina (DOXO),
tiene consecuencias letales para las cuales no hay tratamiento preventivo, lo que limita su uso
terapéutico. Ademads, actualmente no existe un buen modelo cardiaco para el estudio de las
patologias y de la cardiotoxicidad de los fdrmacos. En este trabajo, se dan los primeros pasos
hacia el desarrollo de una terapia con potencial protector frente dicha cardiotoxicidad mediante
una estrategia de silenciamiento génico, asi como un modelo corazén-en-chip para evaluar en

el futuro la terapia generada.

Como la cardiotoxicidad inducida por DOXO se basa en su accion sobre la
topoisomerasa Il B (TOP2B), se diseiiaron, sintetizaron y caracterizaron pequefios RNAs de
horquilla corta (shRNA) dirigidas contra la TOP2B. El candidato shRNA-TOP2B 3 fue el Unico que
mostrd indicios de inhibicion de TOP2B a nivel de mRNA, con mayor evidencia a nivel de
proteina. Paralelamente, se diferenciaron cardiomiocitos a partir de células madre pluripotentes
inducidas (hiPSC-CM), asi como se cultivaron fibroblastos cardiacos humanos (hCF), dos tipos
celulares esenciales del tejido cardiaco. Mediante su cultivo en distintos medios, se determind
gue el medio basal de hCF y la mezcla de medios con Innoprot son los mas adecuados para su
co-cultivo en el modelo de corazén-en-chip. Finalmente, se consiguid crear un modelo corazén-
en-chip con hiPSC-CM y hCF en la camara central, destacando la densidad de siembra y el tiempo

de cultivo como factores criticos para la estabilidad y viabilidad celular.

En el futuro, se pretende tratar el modelo corazén-en-chip con shRNA-TOP2B 3 para
determinar su efecto cardioprotector previo al tratamiento con DOXO. Aunque los resultados
obtenidos son preliminares, muestran el inicio de un campo prometedor hacia la medicina

personalizada y el desarrollo de terapias seguras oncoldgicas y cardioprotectoras.



ABSTRACT

Chemotherapy-induced cardiotoxicity, induced by agents as doxorubicin (DOXO), has
fatal consequences for which there is no preventive treatment, limiting the use of potentially
effective therapies. In addition, there are currently no good cardiac models to study the
pathologies and cardiotoxicity of drugs. In this work, we take the first steps towards the
development of a therapy with protective potential against such cardiotoxicity using a gene
silencing strategy, as well as a heart-on-chip model to evaluate the generated therapy in the

future.

Since DOXO-induced cardiotoxicity is based on its action on topoisomerase Il § (TOP2B),
short hairpin RNAs (shRNA) targeting TOP2B were designed, synthesized, and characterized. The
candidate shRNA-TOP2B 3 was the only one that showed mild inhibition of TOP2B at the mRNA
level, with further evidence at the protein level. In parallel, cardiomyocytes derived from induced
pluripotent stem cells (hiPSC-CM) were differentiated and human cardiac fibroblasts (hCF) were
obtained, two major cell types of cardiac tissue. By culturing them in different media, hCF basal
medium and mixed media with Innoprot were determined to be the most suitable media for
their co-culture in the heart-on-chip model. Finally, a heart-on-chip model with hiPSC-CM and
hCF in the central chamber was established, highlighting seeding density and culture time as

critical factors for cell stability and viability.

In the future, we intend to treat these heart-on-chip models with shRNA-TOP2B 3 to
determine its cardioprotective effect prior to DOXO treatment. Although the results obtained are
preliminary, they show the beginning of a promising field towards personalized medicine and

the development of safe oncological and cardioprotective therapies.



2. ABREVIACIONES

clQ Cardiotoxicidad inducida por quimioterapéuticos

DOXO Doxorrubicina

DBS Roturas de doble hebra

TOP2 Topoisomerasa |l

TOP2A Topoisomerasa Il isoforma a

TOP2B Topoisomerasa Il isoforma B

PGC-1a Coactivador del receptor y 1-a activado por el proliferador de peroxisomas
PGC-1p Coactivador del receptor y 1-p activado por el proliferador de peroxisomas
FDA Administracién de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos

RNAi RNA de interferencia

miRNAs microRNAs

shRNA Pequefia horquilla de RNA

siRNAs Pequeiios RNA de interferencia

RISC Complejo de silenciamiento inducido por RNA

c™m Cardiomiocitos

hCF Fibroblastos cardiacos humanos

EC Células endoteliales

ECM Matriz extracelular

hiPSC Células madre pluripotentes inducidas humanas

hiPSC-CM Cardiomiocitos derivados de células madre pluripotentes inducidas humanas

hiPSC-EC Células endoteliales derivadas de células pluripotentes inducidas humanas
Fibroblastos cardiacos derivados de células madre pluripotentes inducidas

hiPSC-CF
humanas

cMmv Citomegalovirus

tetO Secuencias operadoras del operdn de la tetraciclina

HSV-TK Timidina quinasa del herpes virus

PBS Tampodn de fosfato salino

HEK293 Células embrionarias de rifidn humano 293

SAB Seroalbumina bovina

PFA Para-formaldehido

TNNT2 Troponina 2 cardiaca

TGF-B Factor de crecimiento transformante

o-SMA a-actina de musculo liso



3. INTRODUCCION

3.1. ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES, CANCER Y CARDIOTOXICIDAD

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en el mundo,
ocasionando aproximadamente 17.9 millones de defunciones al afio, cifra que asciende a 20.5
millones al considerar los infartos de miocardio o isquemia cardiaca ®. Su importancia en la
Salud Publica se ve reflejada en politicas internacionales, como el objetivo de desarrollo
sostenible 3.4, cuya meta establece reducir un 33% las muertes prematuras por enfermedades
cardiovasculares y otras enfermedades no transmisibles. Ademas del envejecimiento, los
factores de riesgo principales son conductuales, como dieta no saludable, sedentarismo o

consumo de droga?.

De la misma manera, el cdncer es una de las principales causas de muerte, contando con
casi 10 millones de defunciones mundiales en 2020. A nivel nacional, en Espafia se registraron
115.590 defunciones causadas directamente por procesos oncoldgicos en 2022. Los cdnceres
mas comunes son el de mama, pulmaén, colorrectal, de préstata, de piel y gastrico, los cuales son
también los mas agresivos junto al hepdtico®* . Los agentes antineopldsicos mas cominmente
utilizados son las antraciclinas (doxorrubicina y epirrubicina), antimetabolitos, inhibidores de la
tirosinquinasa e inhibidores del receptor de factor de crecimiento epidérmico humano 2. Estos
tratamientos, ademas de otros mas novedosos como la inmunoterapia, tienen un elevado
potencial cardiotdxico, viéndose dificultado el diagndstico precoz de dicha cardiotoxicidad a
causa de la ausencia de manifestaciones clinicas previas a los episodios de insuficiencia o

isquemia cardiaca °.

Las enfermedades cardiovasculares y el cancer lideran las causas de defuncion,
especialmente en los paises desarrollados, y los agentes antineopldsicos mas utilizados y
efectivos, como la doxorrubicina, dan lugar a cardiotoxicidad inducida por quimioterapéuticos
(C1Q). Estos datos muestran que el estudio de las patologias cardiacas en pacientes oncolégicos
es de primordial importancia en nuestra sociedad, siendo evidente la necesidad de desarrollar

nuevas terapias para tratar las enfermedades cardiovasculares y prevenir la ClQ.

3.2. DOXORRUBICINA COMO AGENTE ANTINEOPLASICO

La doxorrubicina (DOXO) es uno de los agentes quimioterapéuticos de amplio espectro
mas comunmente utilizados, ya sea administrado individualmente o en combinacién con otras
sustancias antineoplasicas, radiacion o cirugia. Es un antibiético con propiedades antineoplasicas
con gran efectividad para el tratamiento de numerosos canceres sdlidos y hematoldgicos adultos

y pediatricos (cdncer de mama, enfermedad de Hodgkin, leucemia linfoblastica...) 7.
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Sin embargo, numerosos estudios han demostrado que el tratamiento con DOXO da
lugar a una cardiotoxicidad irreversible, dosis dependiente y potencialmente letal, que se
manifiesta en supervivientes de cédncer afios después de la exposicion a dicha sustancia 3710, A
modo representativo, un estudio de la disfuncidn cardiaca en pacientes supervivientes de
leucemia linfoblastica concluyd que el tratamiento con DOXO generaba anomalias cardiacas de
manera consistente, asi como masa ventricular alterada y déficit contractil. Estos signos

aparecen en los pacientes tratados con las dosis mas bajas, aunque la gravedad es dosis

dependiente debido al efecto acumulativo del agente ®

3.2.1. Mecanismos de accidn de la cardiotoxicidad inducida por doxorrubicina

El mecanismo de cardiotoxicidad de la DOXO no estd claramente definido. Un
mecanismo responsable podria ser el ambiente de estrés oxidativo generado por el
procesamiento intracelular de la DOXO. Ademas, la DOXO induce mutaciones en el DNA
mitocondrial, disminuye su contenido génico y altera la funcién mitocondrial al acumularse en
estos orgdnulos (implicados en la gestién de las especies reactivas de oxigeno) #'112, Las
conclusiones de los estudios mas recientes ponen en evidencia el papel de la topoisomerasa Il

(TOP2) en la cardiotoxicidad derivada por la DOXO (Figura 1).
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Figura 1. Esquema de los mecanismos moleculares conocidos de la cardiotoxicidad inducida por doxorrubicina, donde
se resalta la generacién de roturas de doble hebra (DSB), un aumento de p53 y una disminucién de PGC 1 a/B. Figura
adaptada 13,

La TOP2B esta encargada del mantenimiento de la homeostasis del DNA, regulando su
topologia mediante la generacidn de roturas de doble hebra (DSB) transitorias. La DOXO forma
el complejo ternario covalente TOP2-DOXO-DNA, procesado por el proteasoma, que degrada la
TOP2. Las DSB del DNA remanente, si no son reparadas por otros mecanismos, conducen a la
muerte celular por apoptosis *. Ademds, la DOXO induce un cambio transcriptémico

dependiente de la isoforma B de la topoisomerasa |l (TOP2B) donde se inhibe la expresion del



coactivador del receptor y 1-a activado por el proliferador de peroxisomas (PGC-1a) y del
coactivador del receptor y 1- activado por el proliferador de peroxisomas (PGC-1p3), provocando
disfuncién y disminucién de la biogénesis mitocondrial . También se ha demostrado un
incremento significativo en la fosforilacidn de p53 tras el tratamiento con DOXO, el cual parece

ser dependiente de la TOP2B como se explica a continuacién &,

Vejpongsa y colaboradores determinaron tres razones por las cuales el mecanismo de
accion de la DOXO sobre la TOP2B es la causa principal de la cardiotoxicidad 3%, En primer lugar,
el efecto tdxico no se ve mitigado por mediadores de las especies reactivas de oxigeno como la
vitamina C y la N-acetilcisteina, cuestionando la implicacién de estos. Ademas, mediante el
tratamiento con inhibidores del proteasoma no se observa dafio gendmico, por lo que este
mecanismo es esencial para la cardiotoxicidad. En tercer lugar, la delecién de Top2b en
fibroblastos murinos embrionarios hace que el dafio gendmico inducido por DOXO sea
significativamente menor, demostrando de manera concluyente el papel protagonista de la

TOP2B en el mecanismo de cardiotoxicidad de la DOXO.

3.2.2. La topoisomerasa 2 B como diana terapéutica

La TOP2 tiene dos isoformas: topoisomerasa Il a (TOP2A) y topoisomerasa Il B (TOP2B).
Estos son paralogos, ya que el gen TOP2B, situado en el cromosoma 3, procede de una
duplicacién de TOP2A, situado en el cromosoma 17 *°. Debido a su origen, las proteinas tienen
una identidad de secuencia muy elevada. Su estructura consta de un dominio ATPasa en el
N-terminal, un dominio central de rotura y unién con un 78% de identidad de secuencia proteica
y un dominio C-terminal mas divergente °. La TOP2 es esencial para la mitosis, entre otros

procesos del DNA, donde resuelve la tension en las hebras del DNA generada en la replicacion.

Estudios de la expresién de la Top2 en tejidos murinos han concluido que las dos
isoformas se expresan y regulan de manera diferencial. La Top2a se expresa Unicamente en los
tejidos con alta actividad proliferativa, como el timo, la médula ésea y el bazo, aunque también
se expresa en situaciones patoldgicas como tumores . Esta participa en diferentes eventos
principales del ciclo celular, como la replicacion gendmica, la condensacion y descondensacion
cromosdmica y la segregacion de cromatidas hermanas 8. En cambio, la Top2b tiene niveles de
expresion altos en una gran variedad de tejidos, incluidos los no proliferativos, como el utero,
los ovarios, los nddulos linfaticos, las gldndulas adrenales, los ojos, la vejiga y el corazén 7.
Aungue no se conoce su funcidn exacta, puede estar implicada en el metabolismo del DNA, como

la transcripcidn. Por ejemplo, se ha descrito que la delecidn de Top2b da lugar a defectos en la



formacién de uniones neuromusculares provocando impedimentos respiratorios y la muerte

prematura de los modelos murinos °.

Los denominados venenos de la TOP2, como la DOXO, actian de manera inespecifica
sobre la TOP2, impidiendo la resolucion de los complejos TOP2-DNA. De esta manera, la accion
de la DOXO sobre la TOP2A (expresada Unicamente en células con alta capacidad proliferativa)
causa la muerte de las células tumorales. Sin embargo, ademas del ambiente de estrés oxidativo
que genera la DOXO 1%, su actuacidn sobre la TOP2B (unica isoforma expresada en el corazén)

produce un aumento de la muerte celular & dando lugar finalmente a la cardiotoxicidad.

El estudio de Zhang y colaboradores situé a la TOP2B como diana terapéutica para la
prevencion de la cardiotoxicidad inducida por DOXO 2. Describieron un modelo murino en el
gue la delecion completa, inducible y especifica de Top2b en los cardiomiocitos tenia efecto
protector, ya que no se observaban dafios en la doble hebra de DNA tras el tratamiento con
DOXO. En los ratones Top2B**, tras el tratamiento con DOXO, se observé un incremento de 200
veces la expresion del gen Trp53inp1, regulado por p53, por lo que la activacion de p53 podria
depender de Top2b. De igual manera, se observaron aumentos significativos de los transcritos
Apafl, Bax y Fas, muy importantes en la via apoptdtica. En cambio, en los individuos Top2B” los
niveles de especies reactivas de oxigeno disminuyeron un 70% respecto los individuos sin la
delecién. Ademds, en los ratones Top2B** la DOXO disminuyd la transcripciéon de genes
involucrados en la biogénesis y funcion mitocondrial y alteré la transcripcion de genes

responsables de la fosforilacién oxidativa.

3.3. ESTRATEGIAS CARDIOPROTECTORAS PARA PREVENIR LA CARDIOTOXICIDAD
INDUCIDA POR LA DOXORRUBICINA.

El Unico tratamiento cardioprotector para la cardiotoxicidad inducida por antraciclinas
aprobado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA) es la
dexrazoxana. Su administracion es profilactica y se ha utilizado principalmente en nifios con
leucemia linfoblastica debido a las complicaciones cardiacas demostradas en la edad adulta de
los supervivientes %, Estudios recientes apuntan a que la dexrazoxana es un inhibidor de la
actividad catalitica de la TOP2, al estabilizar su conformacidon cerrada en su forma libre
(impidiendo su unién al DNA) y en el complejo covalente terciario TOP2-DOXO-DNA (fomentando

la degradacién proteosdmica de la TOP2B e induciendo negativamente la expresion de TOP2B),

Entre las estrategias cardioprotectoras emergentes destaca el fomento de la biogénesis
mitocondrial en los cardiomiocitos, es decir, aumentar la masa y funcidon mitocondrial, mediante

el incremento de la expresiéon de PGC-1a y PGC-1P. Esto se debe a que ambos coactivan factores



de transcripcién que inducen genes nucleares codificantes de proteinas mitocondriales
involucradas en la oxidacién de acidos grasos, el ciclo del acido tricarboxilico y la cadena
respiratoria mitocondrial. Ademas, PGC-1a incrementa directamente la expresion de genes

mitocondriales 2.

Respecto a la implicaciéon de la TOP2 en la cardiotoxicidad inducida por DOXO, se

proponen cuatro métodos para minimizarla:

1) La creacion de moléculas especificas para la TOP2A. Por ejemplo, el pyridostatin es un ligando
gue estabiliza el complejo de 4 hebras de DNA vy la estructura secundaria del bucle R de DNA al
interaccionar especificamente con la TOP2A, induciendo DSB en las regiones del genoma ricas

en guanina 2.

2) Inhibidores de la actividad de TOP2B. Los inhibidores cataliticos no han tenido éxito
farmacolégico, aunque algunos compuestos son capaces de inhibir su actividad sin fomentar la

formacion de los complejos TOP2-DNA, como es el caso de dexrazoxana 4.

3) Estudio de los efectos de la combinacion de terapias con la DOXO. Los efectos de la DOXO
dependen a su vez de otros agentes que modifican la biologia nativa de la enzima TOP2 mediante
las modificaciones postraduccionales, por ejemplo, la sumoilacién de TOP2 incrementa la

reparacién de DSB tras la degradacidn proteosdmica de la TOP2 23,

4) Desarrollo de mecanismos de entrega dirigida de quimioterapicos a las células tumorales.
La nanotecnologia para la entrega dirigida de agentes a las células neopldsicas es un campo de

investigacion muy activo %,

Aunque las cuatro estrategias para mejorar la eficacia terapéutica de la DOXO son
campos abiertos de investigacién, actualmente ninguna tiene propuestas prometedoras frente
a la prevencion de la CIQ. Una nueva linea de estudio surge de la idea de inhibir la expresién de

la TOP2B de manera especifica en los cardiomiocitos mediante estrategias de terapia génica.

3.4. TERAPIA GENICA: EL FUTURO DE LA MEDICINA

La FDA define |a terapia génica como una técnica que modifica los genes de un individuo
para el tratamiento o cura de una enfermedad. Esta sigue tres estrategias principales: reemplazar
el gen mutado por una copia sana, inactivar el gen causante de la enfermedad o introducir un
nuevo gen %°, Al tratar la enfermedad desde su origen, la terapia génica es una estrategia proxima

a la medicina personalizada.

Una de las lineas de terapia génica se basa en el uso de RNA de interferencia (RNAI). El

RNAi induce el silenciamiento génico postraduccional mediante su hibridacién por



complementariedad con el RNA mensajero diana, lo que resulta bien en la degradacién del
mRNA o en el bloqueo de la traduccién a proteina . La terapia RNAi permite el tratamiento
transitorio en células somaticas especificas en individuos adultos, lo que se cree mas seguro, y
ofrece otras posibilidades terapéuticas a la modificacion permanente. Este silenciamiento se da
de manera natural a través de pequefios RNA de interferencia (siRNAs) o microRNAs (miRNAs),
y se ha conseguido replicar con miRNAs miméticos, RNAs de horquilla corta (shRNA) o siRNA
sintéticos ¥’. Especificamente los shRNAs son precursores de siRNAs, estos se administran en
forma de DNA que se transcribe a RNA mediados por el promotor de la RNA polimerasa lll o Il,
de manera que entran en la ruta del RNAi como una molécula anéloga a un pre-miRNA %, La
exportina-5 media su exportacion al citoplasma, donde la estructura de horquilla es reconocida
por Dicer, una ribonucleasa que procesa el pre-miRNA y genera un fragmento RNA de 21-13
nucledtidos con extremos 3’ protuberantes ?°. Una de las hebras del diplex de RNA es
incorporado por las enzimas Agol-4 dentro de complejo de silenciamiento inducido por RNA

(RISC), que localiza las dianas de mMRNA y media su degradacion 3° (Figura 2).
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Figura 2. Representacion esquematica del mecanismo de silenciamiento por shRNA. Tras la transcripcion a RNA, el
shRNA es exportado al citoplasma por la exportina 5. La estructura de horquilla es reconocida por Dicer, que la procesa
dando lugar al siRNA. Una de las hebras del duplex de RNA es utilizada por el complejo RISC para el cribado de mRNAs.

Figura adaptada 1.



Desde el descubrimiento del RNAI, se ha estudiado su aplicacién como terapia génica
para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares. Por ejemplo, actualmente una terapia
de shRNA se encuentra en fase | de ensayos clinicos en humanos. Esta terapia inhibe la
traduccion del gen codificante de la apolipoproteina a en los hepatocitos, con el objetivo de
prevenir la arterosclerosis 3. En otros campos de la medicina, existen terapias ya aprobadas con
RNAI. En 2023 se aprobd por la FDA y la Agencia Europea del medicamento la primera terapia
basada en RNAI, el patisiran, para el tratamiento de la amiloidosis hereditaria transtirretina, una

enfermedad cardiovascular 32.

Hasta donde conocemos, no se han aplicado terapias de RNAi para inhibir la expresion
de TOP2B en los cardiomiocitos humanos y estudiar el posible efecto cardioprotector. Sin
embargo, si que se han utilizado estrategias de RNAi para el silenciamiento de TOP2B con otros
objetivos de estudio. Por ejemplo, para el andlisis de la correlacién entre la replicacién del virus
del papiloma humano y las DSB de DNA originadas por la accién de TOP2B. Disminuyendo la

expresion de TOP2B mediante un shRNA, consiguieron una disminucién del 50% de las roturas®.

Con todo lo expuesto, es evidente la necesidad de desarrollar nuevas terapias para la
prevencion de la CIQ que permitan la maximizaciéon del beneficio terapéutico de los
antineopldsicos. Para ello, es conveniente conocer que se estima que aproximadamente el 45%
de los fracasos farmacéuticos y el 30% de las restricciones en la aplicacion de sustancias médicas
se debe a efectos cardiovasculares no deseados, siendo la causa mas comun de los fracasos en
los ensayos clinicos 34. Por otro lado, el 70% de la toxicidad detectada en los ensayos clinicos
podria haberse detectado en las fases preclinicas en caso de haber dispuesto de modelos
cardiacos predictivos relevantes *. Estos datos ponen de manifiesto la carencia de modelos

complejos que reflejen las propiedades anatédmicas y fisiolégicas del corazén humano.

3.5. LA NECESIDAD DE DESARROLLAR MODELOS CARDIACOS

Dada la incidencia de las enfermedades cardiovasculares y el cancer, ademas de la
importancia de la cardiotoxicidad inducida por farmacos, es imprescindible desarrollar modelos
predictivos de la funcionalidad cardiaca humana que permitan desarrollar nuevas soluciones
terapéuticas, asi como testar su seguridad. Actualmente existen diferentes niveles de
experimentacién con diversos grados de fidelidad al corazdn, de integracién con otros sistemas
(como el endocrino) y de brecha traslacional con el humano (Figura 3). Sin embargo, el corazén
es un drgano dificil de modelizar por su gran complejidad, lo que ha impedido el desarrollo de
modelos que reflejen de manera fiel las caracteristicas cardiacas. Estos modelos son esenciales

para obtener resultados traslacionales en el estudio de su funcion, caracterizacidn, asi como su
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aplicacién farmacéutica en ensayos preclinicos que permitan obtener una prediccién precisa 'y

adecuada de los efectos secundarios y la toxicidad.
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Figura 3. Panorama actual de las tecnologias utilizadas para evaluar las propiedades y caracteristicas de las sustancias
farmacoldgicas respecto a la toxicidad cardiaca. Figura adaptada del original 36.

3.5.1. Complejidad celular del corazén

El corazén humano adulto es un érgano multicelular compuesto principalmente por

cardiomiocitos (CM), fibroblastos cardiacos (CF) y células endoteliales (EC), aunque también

incluye otros tipos minoritarios como células perivasculares, neuronas del sistema nervioso

simpatico y macréfagos residentes. Esta red celular se comunica mediante interacciones

complejas y estrechas, siendo esencial en la funcidn cardiaca y en los procesos de remodelado

tras un episodio de estrés o isquemia ¥’.
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Los cardiomiocitos ocupan un 70-80% del volumen total del 6rgano, mientras que

38 Los CM maduros carecen de actividad

constituyen un 30-40% de las células totales
proliferativa, por lo que se llega al nimero maximo de CM pocos meses tras el nacimiento y
posteriormente tan solo crecen en tamafio ¥. Los CM adultos son binucleados, tienen una
morfologia poligonal, alargada y ramificada, presentan una disposicion organizada de los
sarcomeros, tienen un alto volumen de mitocondrias y un metabolismo y uso de energia basado

en los acidos grasos.

Los fibroblastos representan el 20% de la red celular cardica. Su funcién principal es
proveer fuerza mecénica y de tensidn a los CM “°. Ademas, sintetizan diversas proteinas de la
matriz extracelular (ECM) cardiaca, como el colageno fibrilar de tipo | y Il (componentes
mavyoritarios de la ECM), colagenasas, fibronectina o vitronectina. Mediante el co-cultivo de CF
sobre una monocapa de CM se ha comprobado que también establecen interacciones
paracrinas, mejorando el fenotipo de estos Ultimos *'. Ademads, los fibroblastos juegan un papel
protagonista en la remodelacién del tejido tras un episodio de estrés cardiaco, transitando a un
fenotipo de miofibroblastos activos que se caracteriza por la acumulacién y secrecién de

proteinas de la ECM “2,

Las células endoteliales conforman los vasos sanguineos, elemento fundamental para el
transporte de oxigeno y nutrientes para los CM, pero también otros procesos como el inicio de
la respuesta inflamatoria, la regulacidon del tono vasomotor, el control de la permeabilidad
vascular o el transporte de factores protectores que promuevan la organizacion y supervivencia
de los CM. Ademas, se ha demostrado que la disfuncion endotelial en el corazén tiene un papel

protagonista en el desarrollo de arterioesclerosis y los consecuentes procesos isquémicos *7%°,

La matriz extracelular y el resto de tipos celulares son imprescindibles para la
estimulacién quimica, eléctrica y mecdnica de los CM. Ademas, la interaccion es fundamental
para formar las estructuras minimas necesarias para la contraccidn. Todas estas caracteristicas
se han demostrado mediante el aislamiento de los CM, condicidn en la que rapidamente pierden

su funcidn contractil y sufren grandes cambios morfoldgicos, estructurales y funcionales 447,

3.5.2. Modelos animales: necesarios pero insuficientes

El estudio de los procesos fisioldgicos y patoldgicos in vivo es imprescindible. Uno de los
argumentos de mayor peso a favor de la experimentacién animal es que los drganos interactuan
de manera constante y esto no se ha conseguido modelar in vitro. Por lo que, para estudiar la
toxicidad o el impacto de sustancias en el cuerpo humano, los Unicos organismos completos son

los animales (Figura 3). Se ha demostrado que los estudios en animales predicen la toxicidad en
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humanos con una ratio de concordancia del 71%, siendo un 63% en especies no roedoras y un
43% en especies roedoras *. Por tanto, a pesar del alto grado de homologia genética, las
diferencias interespecificas a nivel funcional entre humanos y roedores son significativas. Sin
embargo, las especies roedoras son las mas utilizadas por su facil manejo, cortos tiempos de
reproducciéon y bajo coste. El Ultimo informe europeo sobre el uso de animales de
experimentacién muestra que el 61% eran ratones y el 12% ratas, mientras que el uso el resto

de los mamiferos de experimentacién suman tan solo un 8.3% 2.

A pesar de las ventajas de los modelos animales, estos también cuentan con numerosos

inconvenientes, entre los que destacan tres:

1) La barrera entre las especies es evidente, pequefias diferencias genéticas se ven reflejada en

grandes cambios fenotipicos y funcionales que imposibilitan la traslacién de los resultados.

2) Muchos modelos animales son inducidos, es decir, se les realiza una serie de modificaciones
génicas o quirurgicas para que padezcan unos sintomas similares a los humanos. Los modelos
quirargicos son de baja reproducibilidad y utilizan tratamientos anestésicos. Los modelos
genéticos son complejos de realizar y, ademads, la gran mayoria de enfermedades son

multifactoriales, poniendo en duda los modelos que solo comprenden la genética *°.

3) Para obtener unos resultados reproducibles, los modelos son genéticamente homogéneos,
por lo que no consiguen recapitular la variabilidad genética humana. Ademas, los modelos se
encuentran en condiciones estandarizadas y estériles, lo que difiere mucho de los factores

ambientales a los que se expone un individuo a lo largo de su vida *°.

Para modelizar la cardiotoxicidad inducida por DOXO con animales de experimentacion,
generalmente se les administran 5-45 mg/kg de DOXO intraperitoneal o por la vena caudal a
ratones, ratas, conejos, perros y zebrafish. La cardiotoxicidad aguda se recrea con una Unica
inyeccién de dosis alta >, mientras que la cardiotoxicidad crénica se modeliza con multiples

administraciones de DOXO hasta llegar a la dosis acumulativa deseada *2.

3.5.3. Cultivos celulares bidimensionales como modelos

Las principales ventajas de los modelos bidimensionales recaen en su simplicidad, bajo
coste de mantenimiento y gran control de las condiciones ambientales. Sin embargo, se trata
de células aisladas cuyas caracteristicas estan totalmente alejadas de las naturales al perderse
las interacciones intercelulares y con el entorno, las cuales son la principal fuente de sefializacion
para su correcto funcionamiento 3. Ademas, al aislarlas se altera el fenotipo y se condiciona la
fisiologia celular, por ejemplo, la EC pierden su caracteristica polaridad 3% Otro factor

determinante es la accesibilidad al medio (fuente de nutrientes, moléculas de sefializacion y
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oxigeno), ya que de manera natural las células se organizan en tejidos en los que se generan
gradientes de nutrientes y oxigeno en funcidn de la cercania a los capilares sanguineos, hecho

que no ocurre en una monocapa celular .

La cardiotoxicidad derivada del tratamiento con antraciclinas también se ha estudiado
en cultivos celulares. El aislamiento de CM adultos humanos es complejo y su disponibilidad es
muy limitada, por lo que generalmente se utilizan CM adultos de rata *°. En estos se descubrid
gue la administracién de DOXO causa una regulacién negativa de la maquinaria de degradacién
proteica y acumulacién de proteinas poli-ubiquitinadas y autofagosomas de manera dosis-
dependiente. Estos resultados indican que la autofagia se inicia para compensar el estrés
citotéxico, pero a dosis mayores y mas prolongadas en el tiempo resultan en procesos
apoptdticos y necréticos *’. Aunque también se ha estudiado el efecto de DOXO en lineas
celulares establecidas como la linea de cardiomioblastos H9C2, actualmente los estudios se
centran en los cardiomiocitos derivados de células madre humanas pluripotenciales inducidas

(hiPSC-CM) como se comentard mas adelante >,

3.5.4. Tendencia actual: modelos tridimensionales y células pluripotentes inducidas humanas

Como se ha descrito, los modelos animales conllevan un alto coste de manejo y
mantenimiento y su uso tiene fuertes repercusiones éticas, pero reflejan de manera mas fiel la
complejidad de los organismos. Estas caracteristicas contrastan con los cultivos bidimensionales,

muy simples y de bajo coste, pero cuyos resultados son dificiles de extrapolar (Figura 3).

La concienciacién sobre el bienestar de los animales de experimentacion se formalizé en 1959,
cuando Russel y Burch definieron los principios de las 3Rs para el uso de animales en la
investigacion: reemplazamiento, reduccién y refinamiento >°. De los tres objetivos el principal es
el reemplazamiento ya que, en el caso de encontrar un sustituto total de los animales, no seria
necesario utilizarlos. Por ello, actualmente el desarrollo de modelos de reemplazo se centra en
la creacién de cultivos celulares tridimensionales basados en lineas derivadas de células madre
pluripotentes inducidas humanas (hiPSC), ya que son los modelos que podrian recrear con

mayor fidelidad los 6rganos humanos, evitando el salto interespecie.

3.6. CELULAS MADRE PLURIPOTENTES INDUCIDAS HUMANAS

Las hiPSC fueron desarrolladas por primera vez en 2006 mediante la induccion de la
expresion de factores transcripcionales propios de células pluripotentes en células somaticas
adultas . Su aplicacidon para la investigacién es muy interesante, porque se podrian obtener
células pluripotentes a partir del propio paciente y diferenciarlas a los tipos celulares de interés.

Un ejemplo ilustrativo es el reportado por Orondzynski y colaboradores, donde crearon un
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modelo cardiaco basado en la ingenieria de tejidos con hiPSC-CM derivados de una familia con
cardiomiopatia hipertréfica que recapitulaba de manera dptima las caracteristicas de dicha
enfermedad, como la hipertrofia, la respuesta alterada al calcio, la hipercontractilidad vy la

®1, Posteriormente probaron la eficacia de diferentes

desorganizacion de los sarcomeros
farmacos mediante el estudio de la mejora del fenotipo eléctrico, concluyendo qué tratamiento
era el mas efectivo. Con este caso se puede observar que las células derivadas de hiPSC y los
modelos de ingenieria de tejidos son un gran avance hacia la medicina de precision, donde se
maximizan los beneficios de las terapias basdndose en las caracteristicas especificas de los

individuos. Incluso se podrian generan diferentes lineas celulares con un fondo isogénico a

partir de las células pluripotentes inducidas del propio paciente.

En los ultimos 15 afios se han desarrollado diferentes metodologias para la produccidn,
cultivo y diferenciacidn de las hiPSC, aunque aun no se han establecido protocolos sencillos y
con una alta reproducibilidad para la generacidn de los tipos celulares que conforman el corazén
humano. La mayor desventaja del uso de hiPSC para el modelado del tejido cardiaco es el
fenotipo inmaduro de los tipos celulares derivados. En el caso de los CM se refleja en la
mononucleacién, la morfologia celular, la disposicién desorganizada de los sarcomeros, el bajo
volumen en mitocondrias y un metabolismo y uso de energia similar a los patrones fetales ®2.
Mediante la tecnologia de los érgano-en-chip se ha conseguido mejorar el perfil inmaduro,
gracias al preciso control de los factores ambientales y la incorporaciéon de distintos tipos

celulares como se explica posteriormente.

Los fibroblastos cardiacos son una poblacidn heterogénea ya que provienen de
diferentes origenes, aunque la fuente mayoritaria es el epicardio. Actualmente se han
establecido protocolos para la diferenciacién de fibroblastos cardiacos a partir de progenitores

del segundo campo cardiaco o epicardicos ®>%.

Las células endoteliales también se pueden derivar de las iPSC mediante la adicion de
pequefias moléculas o la edicién génica para la sobreexpresién de factores de transcripcion
endoteliales esenciales, como ETV2 y GATA2. Ademas, al diferenciarlas a partir de un progenitor
intermediario cardiaco tienen un perfil de expresion relacionado con genes cardiacos, lo que se

asemeja al perfil natural de las células endoteliales cardiacas .

3.7. MODELOS DE INGENIERIA DE TEJIDOS

En las dos ultimas décadas, motivado por la directiva de las 3Rs, el interés por los
modelos celulares tridimensionales ha crecido exponencialmente, ya que reflejan Ia

organizacion y microarquitectura de un drgano vivo. En estos se pueden estudiar las
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interacciones intercelulares, asi como las interacciones con la matriz extracelular, esenciales
para desarrollar la funcion fisiolégica del tejido, incluyendo la proliferacién, diferenciacion,

supervivencia y secrecion %%,

3.7.1. Corazdn-en-chip

Los drgano-en-chip consisten en sistemas de microfluidica que pretenden modelizar la
estructura, microambiente y funcidn de los dérganos humanos, con las ventajas de la
miniaturizacion, la integracion de diferentes poblaciones celulares y, sobre todo, del control
preciso de las condiciones. Al utilizar células de origen humano y tener una disposicion
tridimensional, las células presentan perfiles de expresién y metabolizacion mas similares a los
naturales. Por tanto, estos dispositivos podrian ser la solucion para predecir la toxicidad en los

modelos de cribado, representando un avance hacia la medicina personalizada.

Los modelos de microfluidica del corazén, denominados corazén-en-chip, proporcionan
el estimulo necesario para la organizacion espacial anisotrdpica, el alineamiento celular, la
contraccién mecdnica y la respuesta electroquimica %%, Estos sistemas aportan de manera
continua nutrientes y oxigeno y elimina los deshechos metabdlicos, simulando una red
metabdlica artificial, lo que permite un control preciso de las condiciones de cultivo, asi como

una mejor monitorizacion funcional de las células 7°.

En los ultimos afios, han surgido diferentes plataformas microfluidicas que permiten
simular y estudiar diferentes aspectos de la patofisiologia cardiaca, generando un amplio abanico
de modelos de corazdén-en-chip. Por ejemplo, mediante la integracién de electrodos en la
plataforma microfluidica, se proporcionan estimulos eléctricos alternos para la simular la
electrofisiologia del miocardio ’*. También se puede imitar los ciclos de contraccién mediante el
estiramiento de las cdmaras, lo que mejora el alineamiento sarcomérico y la expresion de
proteinas estructurales 72. La organizacion y alineamiento de la matriz extracelular también
determinan la funcién de los CM, por ejemplo, la integracién de micropatrones o sustratos de

proteinas mejoran la funcién y diferenciacién miogénica celular 3

. Una de las principales
ventajas de los corazén-en-chip y la integracion de células derivadas de hiPSC en estos es que

mediante todas las estrategias descritas aplicadas a los hiPSC-CM mejoran su fenotipo maduro.

Un campo en auge dentro del corazén-en-chip es la creacidon de una barrera endotelial
gue simule un vaso sanguineo. Tener un modelo cardiaco vascularizado es imprescindible para
el estudio de la mayoria de los procesos fisioldgicos y patoldgicos, ya que esta barrera determina
la circulacidn de factores, células inmunes, fdrmacos u otros componentes relevantes hacia el

tejido diana ®. Ademas, el co-cultivo de las EC cardiacas con pericitos y células del musculo liso
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ha demostrado que fomenta la funcién de barrera y da lugar a un mejor modelo de las respuestas
inflamatorias ’4. Recientemente, Liu Y y colaboradores publicaron un modelo microfluidico
cardiaco con CM y CF en una misma camara y una barrera endotelial compuesto por EC
vasculares derivadas de iPSC en otra cdmara conectada. Las EC se alinearon de manera paralela
a la direccién del flujo, como ocurre in vivo. El flujo continuo de medio incrementd la formacién
de conexiones intercelulares dando lugar a una menor permeabilidad. Ademas, mejoro el perfil

de expresion de los CM vy la funcidn cardiaca 7°.

La cardiotoxicidad inducida por la DOXO ya ha sido evaluada en modelos de corazén-en-
chip. En 2021 se publicé un modelo con hiPSC-CM vy tejido derivado de un cancer de mama en
diferentes cdmaras, y aptasensores electroquimicos para la deteccidon de biomarcadores en
diferentes cdmaras 7. De esta manera, tras la administracidn de DOXO se monitorizd la secreciéon
de biomarcadores de la fibrosis cardiaca, lo que resulta muy interesante para el diagndstico
precoz de la cardiotoxicidad. Este mismo afio se ha publicado un corazén-en-chip con hiPSC-CM
y hiPSC-EC embebidos en canales diferentes donde se ha evaluado su poder predictivo de la

cardiotoxicidad inducida por inhibidores de la tirosina quinasa ”’.

Aungque los avances en el campo del corazén-en-chip son evidentes, aun queda mucho
gue avanzar. Uno de puntos débiles de los tUltimos modelos desarrollados es la integracién de los
diferentes tipos celulares que conforman el tejido cardiaco en cdmaras separadas, aunque
conectadas >777. Para recrear un modelo fiel del corazén, interesa que las células estén en el
mismo compartimento y puedan establecer las interacciones intercelulares necesarias para el
correcto funcionamiento del dérgano. Por ejemplo, para simular la vascularizacidn, seria
primordial que las células endoteliales estén en contacto con los cardiomiocitos y fibroblastos
cardiacos. Ademas, interesa saber que proporciones y densidad celulares son las mas adecuadas

para la modelizacién del corazén.
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1. HIPOTESIS

Aunque se ha demostrado que la delecién inducible y especifica en el tejido cardiaco de
Top2b es cardioprotectora frente a la cardiotoxicidad inducida por doxorrubicina, no se ha
estudiado su aplicacién para la clinica humana. Dado este vacio en el conocimiento, se hipotetiza
que una terapia génica basada en shRNA para el silenciamiento de TOP2B tendra efecto

cardioprotector y se podra implementar como tratamiento profilactico en la clinica.

Para poder realizar dicho estudio con valor traslacional, es necesario disponer de un
modelo preclinico humano predictivo. Por eso se hipotetiza que la creacién de un dispositivo de
corazon-en-chip conformado por los principales tipos celulares cardiacos, en concreto
fibroblastos cardiacos y cardiomiocitos, sobre el que se pueda mimetizar la CIQ, puede constituir
ese modelo que permita dar un paso mas hacia la futura medicina personalizada y la seguridad

farmacolégica de los quimioterapicos.

4.2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es el desarrollo de una estrategia de RNAi para
inhibir la TOP2B como base para futuras terapias preventivas de la ClQ, asi como desarrollar los
primeros pasos para construir un modelo biomimético corazén-en-chip humano para evaluar la

terapia creada.
Los objetivos especificos del trabajo son los siguientes:

1. Disefiar, desarrollar y caracterizar una terapia cardioselectiva RNAi anti-TOP2B.

2. Obtener y/o caracterizar cardiomiocitos derivados de células madre pluripotenciales
inducidas humanas (hiPSC-CM) y fibroblastos cardiacos humanos (hCF) para generar
modelos corazén-en-chip.

3. Definir el medio de cultivo dptimo para el co-cultivo de células endoteliales, hiPSC-CM y
hCF.

4. Iniciar el desarrollo de un modelo fisiolégico corazén-en-chip.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. DESARROLLAR UNA TERAPIA CARDIOSELECTIVA RNAi ANTI-TOP2B.

5.1.1. Disefio de shRNA

El disefio de las secuencias de los shRNAs se realizd6 mediante el software Invivogen. Se
obtuvieron 3 shRNA candidatos en base a su region de interaccién con los paralogos TOP2 y la
ausencia de interacciones fuera de la diana. La regidon se definié haciendo un alineamiento de
las secuencias codificantes de TOP2A (NM_001067) Y TOP2B (NM_001330700) con Basic Local
Alignment Search (BLAST) y comprobando que las secuencias diana se localizaban en zonas de
poca homologia con TOP2A. La especificidad de los shRNAs se evalué mediante analisis de
homologia de secuencia con el genoma humano con BLAST 78, Se descartaron aquellos
candidatos con homologia superior o igual al 75% de nucledtidos con el shRNA. Para terminar,
se disefid una secuencia aleatoria, denominada scramble sin homologia con el genoma humano,

determinado por BLAST.

El disefio de los shRNAs esté basado en bibliografia, asi como la secuencia del bucle 7,

A las secuencias de DNA se les afiadié en su extremo 5’ el sitio de restriccidon de la enzima Mlul
y en el extremo 3’ la secuencia del bucle, seguido de la secuencia complementaria a la secuencia
elegiday el sitio de restriccion de Mlul (Figura 4A). Estas secuencias de DNA se sintetizaron como

dos oligonucledtidos complementarios (Thermo Fisher Scientific).

5.1.2. Procesamiento del vector V69 para el clonaje de los shRNAs

Para el clonaje de las horquillas se utilizé el vector V69 disponible en el grupo BSICoS
(Figura 4B). El sitio de clonaje Mlul se encuentra corriente abajo del gen reportero tdTomato
(tdT), cuya expresion estd controlada por un promotor inducible por doxiciclina (el promotor
minimo del citomegalovirus (CMV)) y las secuencias operadoras del operén de la tetraciclina
(tetO)). De esta manera, la expresion del gen reportero y de los shRNAs en un RNA policistronico
solo se producird en presencia del inductor doxiciclina. Corriente abajo al sitio de clonaje de los
shRNAs se encuentra la sefial de poliadelinacidn del gen de la timidina quinasa del herpes virus
(HSV-TK) para asegurar el fin de la transcripcion y el correcto procesamiento de los transcritos.

Ademas, el V69 contiene un gen de resistencia a la ampicilina.

El clonaje se realiz6 mediante la digestion de 2 pg del vector V69 con la enzima de
restriccion Mlul (Thermo Fisher, IV GN0026) a 37 °C durante 8 horas, y la posterior inactivacion
de la enzima a 80 °C durante 20 minutos. Para evitar la recircularizacion del vector en la ligacion,
se defosforild con la fosfatasa alcalina termosensible FastAP (Thermo Fisher, EF0651), siguiendo

el protocolo de la casa comercial.
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Con el producto de la defosforilacidn se realizé una electroforesis en gel de agarosa al
1% en 0.5X TBE (50 mM de Tris, 45 mM de acido bérico y 0.5 mM de EDTA) (Thermo Fisher,
15581044) y el DNA se tifid con Gel GreenSafe Premium 1:100 (NZYtech, MB13201). Como
marcador de peso molecular de DNA se utilizé 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, 10787-018).
Finalmente, el gel se visualizd en el documentador de geles iBright CL1000 (Invitrogen) y se
recorto la banda del peso molecular correspondiente al vector. A continuacion, se purificé el DNA
contenido en la banda del gel con el kit NZYGelPure (NZYtech, MB01102), siguiendo las
instrucciones del fabricante, y el producto final se eluyé en 50 pl de H,0. El producto final fue

cuantificado en el nanoespectrofotémetro (Implen) y conservado a 4 °C.

5.1.3. Procesamiento de los oligonucledtidos shRNA para su clonaje

Los oligonucledtidos de DNA fueron fosforilados con la T4 plonucleotido kinasa (Life
Technologies, EK0031) siguiendo el protocolo y reactivos establecidos por la casa comercial.
Posteriormente, los oligonucleétidos complementarios se hibridaron mediante la incubacién de
las parejas complementarias a 98 °C durante 5 minutos y su renaturalizacién a temperatura
ambiente. Los DNA bicatenarios con las secuencias de los shRNA generados presentaban una

concentracion de 1.25 uM de cada oligonucledtido y fueron conservados a 4°C.

5.1.4. Ligacién

Se prepard un mix de ligacion con un ratio molecular vector:inserto de 1:3, 50 ng del
vector digerido y T4 DNA ligase Master Mix (Invitrogen, IVGN2104). Ademas, se incluyd un
control negativo de ligacion donde se introdujo vector pero no inserto. La ligacidn se realizd
mediante la incubacién de las muestras 30 minutos a temperatura ambiente y el producto final

se conservo a 4°C.

5.1.5. Transformacién de cepas competentes E.coli DH5a

Las bacterias competentes NZY5a Escherichia coli (NZYtech, MB00401), conservadas a
-80 °C, fueron descongeladas en hielo y 25 pl se incubaron con 2 pul del producto de ligacidn
durante 30 minutos en hielo. Pasado el tiempo, se realizé un choque térmico a 37 °C durante 60
segundos, seguido de 5 minutos de incubacién en hielo. Se afiadieron 200 ul de medio SOC
(Thermo Fisher, 15544034) y se incubaron las bacterias a 37 °C y 250 rpm durante 1 hora.
Finalmente, los cultivos bacterianos se sembraron en placas de Agar-LB (NZYtech, MB11801) con

100 pg/ml de ampicilina (Sigma Aldrich, A9518-5G) y se incubaron a 37 °C hasta el siguiente dia.
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5.1.6. Cribado de colonias recombinantes

El primer paso del cribado consistié en una PCR de colonias. Las colonias se replicaron
primero en una placa de Agar-LB fresco con 100 pg/ml de ampicilina y después en H,0 estéril.
Se replicaron dos colonias por tubo con agua. La PCR se llevé a cabo con 0.035 U/ul de NZTaq Il
DNA polimerasa (NZYtech, MB36403), 2 mM de MgCl (NZYtech, MB36403), 200 mM de dNTPs
(NZYtech, MB36403), 3% de dimetilsulféxido (DMSO) (PanReac AppliChem, A3672.0100) y 250
mM de los cebadores especificados en la Tabla Al para la amplificacion de la horquilla y de un

control interno del vector V69.

El ciclo de la PCR consistié en un ciclo inicial de desnaturalizacidon de 3 minutos a 95 °C,
40 ciclos de 30 segundos de desnaturalizacién a 94 °C, 30 segundos de hibridacién a 60 °C, 15
segundos de extensidon a 72°Cy un ciclo final de hibridacion de 5 minutos a 72 °C. Para visualizar
el producto de amplificacidn se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 3% tal como se

explica en el apartado 5.1.2.

Las colonias que mostraron la amplificacion de interés fueron cultivadas en 5 ml de
medio liquido LB (MP Biomedicals, 3002022) con 100 pg/ml de ampicilina (Sigma Aldrich, A9518-
5G) a 37°Cy 250 rpm hasta el dia siguiente. Después, se purificé el DNA plasmidico utilizando el
kit comercial NZYSpeed Miniprep (NZYtech, MB21002), siguiendo las instrucciones del fabricante
y eluyendo en 50 pl de buffer TE (10mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA, pH 8.0) (Thermo Fisher,
AMO9858). La concentracion de plasmido se cuantificéd en el nanoespectrofotémetro (Implen) y

fueron conservados a 4°C.

La identificacién de vectores recombinantes, dentro de los positivos de la PCR de
colonias, se realizd por digestion enzimatica de 500 ng de vector con las enzimas de restriccion
Spel (Thermo Fisher, ER1251) y HindIll (Thermo Fisher, ER0501) durante 2 horas a 37 °C, seguido
de una inactivaciéon enzimatica a 80 °C durante 20 minutos. Los fragmentos de la digestion se
evaluaron por electroforesis en gel de agarosa al 1% como se explica en el apartado 5.1.2,,
obteniendo un patrdén de bandas diferencial en funcién de la presencia o ausencia de los shRNA

en el vector V69.

5.1.7. Secuenciacién de los vectores recombinantes

La secuencia de los vectores recombinantes se verificd por el método de Sanger (STAB
VIDA) utilizando cebadores adecuados (Tabla A1) y 1 M de betaina (Thermo Fisher, J77507.UCR).

Las secuencias obtenidas fueron analizadas con el software Contig Analysis (Invitrogen).
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5.2. CARACTERIZACION DE LA TERAPIA CARDIOSELECTIVA RNAi ANTI-TOP2B.

5.2.1. Transfeccion de células HEK293 con los vectores recombinantes

La caracterizacién de los shRNAs se realizé en células embrionarias de rifidn humano 293
(HEK293, ATCC, CRL-1573). Esta linea se cultivd a 37 °C con 5% de CO, en medio MEM (Biowest,
L0440-500) con 10% de suero fetal bovino (SFB, Thermo Fisher, 10270098) y 1% penicilina y
estreptomicina (100 pg/ml) (Thermo Fisher, 15140122).

Las HEK293 se sembraron en placas de 6 pocillos (Teknovas, 15516) a una densidad
celular de 80.000 células/cm? y se transfectaron 24 horas después de la siembra con 1 pg de
vectores de expresion de shRNAs (shRNA-TOP2B 1, shRNA-TOP2B 2, shRNA-TOP2B 3 vy
shRNA-scramble) y 6 ul de Lipofectamina 2000 (Thermo Fisher, 11668027), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Cada vector se transfecté en duplicado y, ademas, se incluyd una
condicidn sin transfectar. En uno de los dos replicados por condicidn se afiadié una concentracion
final de 2 pg/ml de doxiciclina (Biogen Cientifica, sc-204734) para la expresion inducible del RNA
policistronico compuesto por la tdT y el shRNA. Los cultivos celulares se incubaron con la mezcla

de transfeccion durante 72 horas a 37°Cy 5% de CO,.

La eficiencia de transfeccion se evalud a las 72 horas observando la expresidn del gen
reportero tdT mediante microcopia de fluorescencia con el microscopio Nikon TS2. Para la
posterior caracterizacidn de los shRNA, se lavaron las células con tampdn de fosfato salino (PBS,
Labotaq, 85873), y se suspendieron con EDTA 0,5 mM (Thermo Fisher, T4174-100ML), cuya
accion se neutralizé con DMEM (VWR, 392-0412). Se centrifugaron los cultivos a 300 g durante
5 minutos vy, tras quitar el sobrenadante, se lavd el pellet con PBS y se separaron tres alicuotas
diferentes para la extraccidn de proteinas, la extraccién de RNA y la resiembra en placas

multipocillo para inmunofluorescencia.

5.2.2. Ensayos de expresion proteica mediante Western Blot

La extraccidn de proteinas a partir del pellet lavado y seco se realizé mediante la adicion
de 200 pl del tampdn de lisis RIPA (Thermo Fisher, 89900) suplementado con 10 pl/ml de
anti-proteasas (Thermo Fisher, 87795) y 10 ul/ml de anti-fosfatasas (Thermo Fisher, 78420). Tras
1 hora de incubacién en hielo, se centrifugd la suspensién celular y se recuperd el sobrenadante
como extracto final. La cuantificacion de las proteinas totales de cada extracto se realizd

mediante el ensayo de BCA (Thermo Fisher, 26635).

A 20 ng de proteina total de cada muestra se afiadié tampdn de muestra 6x (375 mM Tris-HCI
pH=6.8, 10% SDS, 0.03% azul de bromofenol, 45% glicerol, 10% B-mercaptoetanol y H20
destilada) (VWR, J61337.AC) y se desnaturalizaron por incubacion a 95 °C durante 10 minutos,
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seguido de 2 minutos de incubacion en hielo. Las muestras se corrieron en geles de
poliacrilamida (29:1) (Merk Life Science, A3699-5X100ml) al 8% en tampdn Tris pH=8.8, 10% SDS,
10% APS, 1% TEMED y H20 destilada, con un gel concentrador al 4% de poliacrilamida en tampdn
Tris pH=6.8, 10% SDS, 10% APS, 1% TEMED y H20 destilada. Como marcador de peso molecular
se utilizod el Page Ruler Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher, 26616). La electroforesis se

realizé a un voltaje constante de 100 V durante 2 horas.

Para la tincién de Coomassie, los geles se incubaron durante 5 minutos a temperatura
ambiente en una solucién de 0.5% Coomassie Brilliant Blue G-250 (PanReac AppliChem, 42655)
con 50% de metanol (VWR, 20903.368) y 10% de acido acético glacial (VWR, 20104.312) en H;0
destilada. Posteriormente se realizaron dos lavados rapidos y dos lavados de 20 minutos en
agitacién en el agitador 3D Sunflower Mini-Shaker (bioSan) con la solucién de lavado compuesta
por 40% de metanol y 10% de acido acético glacial en H,O destilada. Para obtener un resultado
mas nitido, se incubd el gel en H,0 destilada a temperatura ambiente hasta el dia siguiente. La

sefial se registré en el escaner de infrarrojos Odyssey CLx 118 (LI-COR).

Para los Western blots, las proteinas de los geles se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa (Amershan Protan, 10600003) a 10 V y 4°C durante toda la noche. Al dia siguiente
la membrana se bloqued mediante su incubacion durante 1 hora a temperatura ambiente y
agitacién, en PBS (Labotaq, 85873) con 5% de seroalbumina bovina (SAB, Merck Life Science,
A9647-100G) o 5% de leche desnatada en polvo (PanReac AppliChem, A0830).

La incubacion con los anticuerpos primarios (Tabla A2), diluidos en un 2% de SAB se
realizé durante toda la noche a 4°C y agitacion. Tras tres lavados de 10 minutos con PBS con un
0.1% de Tween (VWR, 8.22184.0500), se incubé la membrana con el anticuerpo secundario
(Tabla A3) durante 2 horas a temperatura ambiente, oscuridad y agitacién. Tras tres lavados de
10 minutos con PBS con un 0.1% de Tween, las membranas fueron escaneadas en el escaner de

infrarrojos Odyssey CLx 118 (LI-COR).

5.2.3. Ensayos de expresion proteica mediante inmunofluorescencia

Para la inmunofluorescencia, el pellet celular fue resuspendido en DMEM (VWR, 392-
0412) y se sembrdé a una densidad celular 1:10 respecto a la placa original de 6 pocillos. Se utilizo
una placa multipocillo de 18 pocillos de 0.32 cm? de superficie recubiertos de cristal (Cellvis, C18-
1.5H), previamente recubierta con poli-D-lisina (Gibco, A38904-01) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Tras un dia de incubacidn a 37 °Cy 5% CO,, se retird el medio de cultivo, se realizd
un lavado con PBS (Labotaq, 85873) y se fijaron las células mediante su incubacion en

para-formaldehido (PFA, Biogen Cientifica, sc-281692) al 4% durante 20 minutos a 4 °C.
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Posteriormente se realizd un lavado con PBS y se conservé la placa sellada con los pocillos llenos

de PBS a 4°C hasta su posterior uso.

Para realizar el marcaje por inmunofluorescencia, las células se permeabilizaron durante
15 minutos a temperatura ambiente en Tritén X-100 (LANAU, 142314.1611) al 0.1% en PBS
(Labotaq, 85873), seguido de tres lavados con PBS de 15 minutos a temperatura ambiente. Las
células se bloquearon con Protein Block (Agilent, X0909) durante 25 minutos a temperatura
ambiente, seguido de otros tres lavados con PBS. Se incubaron con el anticuerpo primario
anti-TOP2B (Tabla A2) diluido en PBS durante toda la noche a 4°C. Tras este periodo, se realizaron
tres lavados con PBS y se incubaron las muestras con el correspondiente anticuerpo secundario
(Tabla A3) diluido 1:500 en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente y oscuridad.
Ademds, tras otros tres lavados con PBS, se tiferon los nucleos mediante la incubacion de las
muestras con DAPI (Abcam, ab228549) a 15 uM en PBS. Finalmente, se realizaron otros 3 lavados
con PBS y se conservé la placa con los pocillos llenos de PBS a 4 °C hasta su visualizacién en el

microscopio de fluorescencia Mica (Leica Microsystems).

5.2.4. Ensayos de expresion génica

Extraccion de RNA. Al pellet lavado con PBS (Labotaq, 85873) se le afiadieron 300 pl de tampdn
de lisis del kit PureLink RNA Mini Kit (Invitrogen, 12183018A) con 1% de B-mercaptoetanol
(Thermo Fisher, 31350010) y se siguid el protocolo establecido por la casa comercial. EI RNA final
se eluyd en 30 pl de agua libre de RNasas del mismo kit y la concentracién de RNA se midié en

el NanoPhotometer N60 (Implen).

Finalizada la extraccidn, se realizd una etapa adicional para la eliminacién del DNA
residual utilizando la DNasal RNAase-free (Thermo Fisher, EN0521), siguiendo las instrucciones
del fabricante para el tratamiento de 1 pg de RNA de cada una de las muestras. Para ello se
incubaron las mezclas de reaccién a 37 °C durante 1 hora y se inactivd la reaccidon mediante la

adicion de EDTA del mismo kit e incubando las muestras a 65 °C durante 10 minutos.

Retrotranscripcion de RNA a cDNA. De cada muestra se retrotranscribieron 100 ng de RNA. Para
ello, se utilizd el kit PrimeScript RT Master Mix (Takara, #RR036A) siguiendo el protocolo del
fabricante. Ademas de las muestras de interés, se realizaron dos controles donde se incluyeron
el RNA de dos muestras seleccionadas al azar sin el master mix del kit comercial. El cDNA
obtenido se diluyo 1:10 en buffer TE (10mM Tris-HCl, 0.1 mM EDTA, pH 8.0) (Thermo Fisher,

AM9858), siendo la concentracion final de los cDNA de 1 ng/pl.
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Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR). La PCR estandar se realizé con el kit NZYTaq
Il 2x Green Master Mix (NZYtech, MB35802) siguiendo las instrucciones del fabricante con
250 nM de cebadores especificos (Tabla A1) y 6 ng de muestra (cDNA, gDNA y el control de la
retrotranscripciéon) en un termociclador M100 (BioRad). El ciclo de la PCR consistié en una
desnaturalizacién inicial de 3 minutos a 95 °C, y 35 ciclos de 15 segundos de desnaturalizacion a
94°Cy 60 segundos de hibridacién a 60°C. Las muestran amplificadas fueron conservadas a 10°C
y visualizadas mediante electroforesis en gel de agarosa al 3% tal como se explica en el apartado

5.1.2.

La PCR cuantitativa (qPCR) se llevd a cabo con el kit NZY Supreme gPCR Green Master Mix (2x)
(NZYtech, MB41901) junto con los cebadores para la amplificacion de los genes de interés TOP2B,
TOP2A Yy los genes normalizadores GAPDH y POLR2A (Tabla A1) a 500 nM y 1 ng de cDNA. El ciclo
de la gPCR consistié en un ciclo inicial de desnaturalizacién de 5 minutos a 95 °C, 40 ciclos de 10
segundos de desnaturalizacién a 95°Cy 45 segundos de hibridacion a 60°Cy una fase de la curva
de desnaturalizacién de 15 segundos a 95°C, 1 minuto a 60°Cy 15 segundos a 95 °C. La gPCR se

llevd a cabo en el equipo de PCR en tiempo real QuantStudio 5 (ThermoFisher Sciencitific).

5.3. OBTENCION DE hiPSC-CM Y CULTIVO DE hiPSC-CM Y hCF

Los cardiomiocitos se diferenciaron a partir de hiPSC siguiendo los protocolos basados

8381 y optimizados por el grupo de investigacion BSICoS. La linea de hiPSCs 060028

en bibliografia
(Sigma-Aldrich, IPSC0028) se sembré a una densidad de 84.000 células/cm? en placas de 12
pocillos (Teknovas, 15513) con un recubrimiento de Matrigel (CULTEK, 45354277) y medio de
cultivo E8 (Stem Cells Technologies, 05990) con 5 uM de inhibidor de ROCK (Stem Cells
Technologies, 72304). Al dia siguiente, el medio de cultivo se cambié a medio E8. Tras un dia
comenzo la diferenciacion con el cambio de medio a RPMI (VWR, BWSTL0O500-500)
suplementado con B27 sin insulina (Thermo Fisher, A1895601) y 9 uM de CHIR (MERK Life
Sciencies, SML1046), durante exactamente 24 horas. Posteriormente el medio se cambid a RPMI
con B27 sin insulina para las siguientes 48 horas. Tras 72 horas desde la adicidn de CHIR, se retiré
la mitad del medio de cultivo y se incorpord el mismo volumen de RPMI con 5 uM de IWP2
(Biotechne R&D Systems, 3533/10), donde se incubd durante 48 horas. En el dia 5 desde el inicio
de la diferenciacién, se volvieron a cultivar las células en el medio RPMI con B27 sin insulina
durante las siguientes 48 horas. En el dia 7, se cambid al medio RPMI suplementado con B27
(con insulina, Gibco, 17504001), denominado medio de mantenimiento de hiPSC-CM, que se
mantuvo por 3 dias, dentro de los cuales se renovd una vez. En el dia 10, comienza la etapa de
purificacién para la que se cambié el medio a RPMI sin glucosa (Life Technologies, 11879020)

con B27, que se renovd a los 2 dias.
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A dia 13 finaliza la diferenciacién y comienza el protocolo de expansion de los
hiPSC-CM #2, Se realizé un lavado con RPMI y se levantaron las células incubandolas 15 minutos
a 37°C con TriplE 10X (Thermo Fisher, A1217701) sin diluir. Tras la neutralizacién de la reaccién
afiadiendo el doble de volumen de RPMI, las células se centrifugaron a 270 g durante 5 minutos
a temperatura ambiente. Se descarté el sobrenadante y se resuspendieron en 1 ml de medio de
pase, compuesto por medio de mantenimiento de hiPSC-CM con 10% de sustituto de suero
KnockOut (10828010, Thermo Fisher) y 0.1% de inhibidor de ROCK. Se sembraron las células a
una densidad de 1.88-10° células/cm? en frascos de 75 cm? con recubrimiento de Matrigel. En el
dia 1 de expansién se cambid el medio de pase por medio de cultivo de expansién, compuesto
por RMPI con B27 y 2 uM de CHIR, que se renové cada 2-3 dias. Para utilizar los hiPSC-CM
resultantes en experimentos, deben estar como minimo 48-72 horas antes del comienzo del
ensayo con medio de mantenimiento de hiPSC-CM, para promover su salida del fenotipo

inmaduro proliferativo.

Los hCFs fueron cedidos generosamente por la profesora Arantxa Gonzalez Miqueo de
la Universidad de Navarra. Estos se cultivaron de manera rutinaria en medio de cultivo completo
MilliporeSigma Chemicon FibroGRO-LS (Merck Life Science, SCMF002) incubados a 37°Cy 5% de
CO; y renovando el medio cada 48 horas. Para subcultivarlas, las células se lavaron con PBS y se
incubaron durante 15 minutos a 37 °C con tripsina-EDTA 10X (Merck Life Science, T4174). Tras
neutralizar su accion con el triple de volumen de DMEM (VWR, 392-0412), se centrifugaron a
135 g durante 5 minutos a temperatura ambiente. Tras descartar el sobrenadante, se
resuspendio el pellet celular en 1 ml de DMEM y se sembré la densidad deseada en medio

FibroGRO-LS.

5.4. CARACTERIZACION POR CITOMETRIA E INMUNOFLUORESCENCIA

La identificacion del linaje de cardiomiocitos por citometria de flujo se llevé a cabo con
una tincién de la troponina 2 cardiaca (TNNT2). Para ello se siguio el protocolo optimizado por
el grupo BSICoS para la tincidn de proteinas intracelulares. Se levantaron los hiPSC-CM como se
explica en la expansiéon del apartado 5.3 y, tras la centrifugacion, se retiré el sobrenadante y se
fijaron las células mediante su incubacion a 4 °C durante 15 minutos en 100 pl de PBS y 100 pl
de PFA (Biogen Cientifica, sc-281692) al 4%. Después se afiadié 1 ml de PBS (Labotaq, 85873) y
las células se centrifugaron a 270 g durante 5 minutos. Tras descartar el sobrenadante, se afiadio
1 ml de PBS y se repitié la centrifugacion. Se retiré de nuevo el sobrenadante y las células se
incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente en el tampdén de bloqueo vy
permeabilizacidn [PBB, consistente en PBS con 10% de suero de burro (Merck Life Sciencie, S30-

100ML) y 0.1% de saponina (Merck Life Sciencie, CAS 8047-15-2)] a una concentracién de
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5-10° células/ml. A continuacidn, las células se incubaron en oscuridad y a temperatura ambiente
durante 15 minutos con 1 pg/ml del anticuerpo anti-TNNT2 conjugado con BV421 (Tabla A2) en
PBB. Se incluyd un control de células sin tefiir con anti-TNNT2. Posteriormente se afiadieron 200
ul/pocillo de la solucién de lavado compuesta por PBS con 0.1% de saponina y se centrifugaron
en las condiciones especificadas. Se elimind el sobrenadante, las células se resuspendieron en

300 ul de PBS y se conservaron a 4 °C o hielo hasta la lectura de la fluorescencia.

Para la citometria de los fibroblastos cardiacos humanos (hCF) se realizé el marcaje de
CD90 y CD140a siguiendo el protocolo de tincion extracelular. El cultivo celular se levanté en las
condiciones descritas para el pase de hCF en el apartado 5.3. Tras descartar el sobrenadante, se
afadieron 500 pl de la solucion de citometria compuesta por PBS con 5% de suero de burro
(Merck Life Sciencie, S30-100ML) y 2.5 mM de EDTA (Thermo Fisher, 15581044). Tras centrifugar
las células a 135 g durante 5 minutos, se repitio el paso anterior dos veces mds, con la diferencia
de que en la ultima repeticién se anadié el volumen de PBS con 5% de suero de burro para
conseguir una suspension celular de 4.000 células/ul. Se sembraron 50 pl/pocillo de dicha
suspension en placas con el fondo en V (Fisher Scientific, 10052063), teniendo un total de 2-10°
células/pocillo, donde se afnadieron los anticuerpos primarios conjugados (Tabla A2) y se
incubaron 15 minutos a temperatura ambiente y oscuridad. También se incluyeron controles de
los cultivos a los no se les afiadié el anticuerpo. Posteriormente, se realizé un lavado con 200
ul/pocillo de solucidon de citometria, se centrifugd y se quité el sobrenadante mediante la
inversidn de la placa. Finalmente, se afiadieron 300 pl/pocillo de solucion de citometria y se

conservaron a 4 °C o hielo hasta la lectura de la fluorescencia.

En ambas tinciones para citometria, inmediatamente antes de la lectura, se filtraron las
suspensiones celulares con una malla de nylon de 60 um (Thermo Fisher, 11973466). Se utilizé
el citdmetro Galios (Beckman Coulter), en el que se registraron 20.000 eventos o 100 segundos.

Los datos obtenidos fueron analizados con el software FlowJo (BD Biosciencies).

Para el andlisis funcional de los hCF, estos se cultivaron a una densidad de 6-10*
células/cm? en una placa de 18 pocillos de 0.32 cm? de superficie recubiertos de cristal (Cellvis,
C18-1.5H), en medio de cultivo completo FibroGRO-LS con 10 pg/ml o ausencia del factor de
crecimiento transformante B (TGF-B) (Gibco, PHG9214) durante 72 horas. Después, las células se
fijaron y marcaron por inmunofluorescencia siguiendo el protocolo descrito en el apartado 5.2.3.
con los anticuerpos especificos frente a anti-vimentina y anti-a-actina de musculo liso (anti-
aSMA) (Tabla A2) y sus correspondientes anticuerpos secundarios (Tabla A3). En este caso, la
inmunofluorescencia fue observada con el microscopio de fluorescencia THUNDER (Leica

Microsystems).
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5.5. ENSAYO DE ACTIVIDAD METABOLICA

Los hCF y los hiPSC-CM se cultivaron en placas de cultivo de 96 pocillos (Costar, 3596) a
una densidad celular de 8.7-10° células/cm? y 10° células/cm?, respectivamente. Los hCF se
cultivaron en medio FibroGRO-LS durante 24 horas antes de comenzar el ensayo, mientras que
los hiPSC-CM se cultivaron como si se tratase de un pase de expansion previo a un experimento
como se explica en el apartado 5.3. A continuacion, se realizé la primera medida de actividad
metabdlica y se procedid a cambiar el medio basal de cada tipo celular por los diferentes medios
de cultivo a testar, manteniendo las células en los nuevos medios durante 7 dias y refrescando
el medio cada 2/3 dias. Se realizaron medidas de actividad metabdlica con los nuevos medios los
dias 1, 3y 7 tras el cambio de medio inicial. Para cada medio y medida se utilizaron 5/6 replicados

técnicos.

Los medios a testar consistieron en: medio de cultivo completo FibroGRO-LS, medio de
mantenimiento de hiPSC-CM, medio de cultivo ECM™-2 Endothelial Cell Growth Medium-2
(Lonza, CC-3162), medio de cultivo Endothelial cell medium (Innoprot, P60104), mix [FibroGRO-
LS: medio de mantenimiento hiPSC-CM:Lonza] en un ratio 1:1:1 y mix [FibroGRO-LS: medio de

mantenimiento hiPSC-CM: Innoprot] en un ratio 1:1:1.

Para estudiar la actividad metabdlica se realizé un ensayo basado en la reduccién de las
células del compuesto resazurina (7-hidroxi-10-oxidofenoxazina-10-io-3-ona) a resorufina, con
propiedades fluorescentes. Para ello se afiadid a los 100 ul de medio de cada pocillo el reactivo
sal sddica de resazurina (Life Technologies, B21187.03) con una concentracion final de 44 mM.
Ademas, se incluyeron en cada ensayo controles de cada medio de cultivo sin células con y sin
resazurina, para eliminar de los resultados la fluorescencia basal derivada de los medios
utilizados y de la resazurina sin reducir. Tras la incubacién de 2 horas a 37°C y 5% de CO; se
procedio a leer la fluorescencia de los pocillos (Aexcitacisn= 560 NM, Aemisisn= 590 nm y sensibilidad

40) en el lector de placas BioTek Synergy (Agilent).

5.6. ENSAYO DE PROLIFERACION CELULAR

Para el ensayo de proliferacion celular se utilizd el cristal violeta compuesto capaz de
penetrar en todas las células previamente fijadas, de tal manera que la absorbancia del colorante
retenido es proporcional al nimero total de células. En pocillos de placas de 96 pocillos (Costar,
3596) con los cultivos celulares del dia 7 del ensayo de actividad metabdlica previamente fijados
siguiendo el protocolo descrito en 5.2.3, se retird el PBS (Labotaq, 85873), se afnadieron 50
ul/pocillo de solucidn cristal violeta (Sigma Aldrich, C0775) al 0.1% en H,0 destilada y se incubd

durante 20 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se retird la soluciény se realizaron
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3 lavados consecutivos por inmersion en H,O, cambiando el agua entre los lavados. Se dejé secar
el cultivo celular durante la noche a temperatura ambiente. Tras tomar fotografias de los cultivos
tenidos con el microscopio dptico Nikon TS2, se lisaron las células afiadiendo 200 pl/pocillo de
acido acético 10% (Sigma-Aldrich, AG283) y se midid la absorbancia a 570 nm en el lector de

placas BioTek Synergy (Agilent).

5.7. DESARROLLO DEL MODELO DE CORAZON-EN-CHIP

Para el desarrollo del modelo de corazén-en-chip se utilizé el dispositivo microfluidico
BEGradient, desarrollado por el grupo de investigacion TME Lab (Unizar) en colaboracidn con la
empresa BEOnChip. El dispositivo, fabricado en polimero de olefeinas ciclicas, consta de una
camara central de 200 um de ancho y dos canales laterales de 700 um de ancho y 250 um de
profundidad, presentando los tres elementos una salida a ambos lados para poder introducir
soluciones manualmente con una micropipeta. Mediante adhesivo biocompatible, 3 dispositivos
se pegan a una placa Petri, para facilitar el manejo y el cultivo en condiciones de esterilidad. Los
dispositivos fueron tratados para incrementar sus propiedades hidrofilicas mediante su
exposicién a plasma de oxigeno (50% oxigeno, 60% potencia) durante 1 minuto. Para garantizar

la esterilidad de los mismos, se incubaron posteriormente 30 minutos bajo luz ultravioleta.

Para el cultivo tridimensional en hidrogel de los hiPSC-CM y hCF dentro de los
dispositivos BEGradient, ambos tipos celulares se levantaron y resuspendieron en proporcion
70:30 (hiPSC-CM:hCF) en medio de cultivo 1/1 (v/v) de medio de mantenimiento hiPSC-CM y
medio de cultivo de DMEM minimo [low glucose DMEM (Gibco, 11880-028) con 2.5 mM
Glutamax (Life Technologies, A28139434) y 0.5 ng/ml factor de crecimiento de fibroblastos 2
(Miltenyi Biotec, 130-093-838)]. Esta solucion celular se mezclé con una solucién de colageno
consistente en colageno de tipo | de cola de rata (Corning, 354236), NaOH 1N (Sigma-Aldrich,
1310-73-2) y PBS 10X, de forma que la mezcla final contenia 40-10° o 60-10° células/ml, 2mg/ml
de colageno, 1:40 (v/v) de NaOH 1N con respecto al volumen de coldgeno y PBS al 1X. La mezcla
final del hidrogel se inyectd en la cdmara central del dispositivo, comprobando una distribucién
homogénea y que no desbordara hacia los canales laterales. Ademas, para asegurar una
distribucion celular uniforme dentro de la matriz, una vez inyectados, los dispositivos se
incubaron boca abajo durante 5 minutos a temperatura ambiente, 5 minutos boca abajo a 37°C,
5 minutos boca arriba a 37°C y 10 minutos boca abajo a 37 °C. Tras la polimerizacidn de los geles
de coldgeno dentro de los dispositivos, se incorporaron 5 ml/placa Petri de medio de cultivo 1/1
(v/v) de medio de mantenimiento hiPSC-CM y medio de cultivo de DMEM minimo. Los canales

laterales se llenaron mediante la aspiracion por las salidas con una micropipeta, de esta misma
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manera se renovo el medio de cultivo diariamente. Los microdispositivos se incubarona 37°Cy

5% de CO..

A dias 1, 3 y 6 desde la siembra de los dispositivos, se realizé un ensayo de viabilidad
celular basado en la tincién con calceina [metabolizada Unicamente por células vivas, generando
un compuesto de fluorescencia verde (Aexcitacién= 495 nm, Aemisidn= 515 nm)] y yoduro de
propidio [presenta fluorescencia roja (Aexcitacion= 535 nm, Aemisién= 615 nm) al hibridar con
el DNA de células con la membrana permeable, marcando asi las células con viabilidad
comprometida]. Para este ensayo se retiré el medio de la placa de Petri, se despegaron los
dispositivos de la placa y se abrieron, separando las dos piezas que los componen, para dejar
expuesto el hidrogel. Posteriormente se incubd 20 minutos a temperatura ambiente y oscuridad
con una solucién de 2 pg/ml calceina (Invitrogen, 10696883) y 6 pug/ml yoduro de propidio
(Invitrogen, BMS500PI) en PBS (Labotaqg, 85873). Pasado el periodo de incubacidn, se tomaron

imagenes con el microscopio de fluorescencia Mica (Leica Microsystems).

5.8. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizd6 mediante el software GraphPad Prism. La distribucion
normal se determind por el test de Shapiro-Wilk con un P=0.05. El umbral de significancia
estadistica se establecié en P=0.05 para el test ANOVA de un factor y el test de Sidak para las

comparaciones por parejas. Los resultados se muestran como media + desviacién tipica.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. DISENO Y CLONAJE DE LOS shRNAs EN V69

Utilizando herramientas bioinformaticas y la secuencia de TOP2B, se obtuvieron
secuencias de 4 shRNA-TOP2B candidatos. Mediante alineamiento de las secuencias TOP2B y
TOP2A, se comprobd que de una de las cuatro era complementaria a una region de TOP2B con
completa homologia con TOP2A, por lo que se descartd. Las otras tres candidatas restantes eran
complementarias a fragmentos de TOP2B con una homologia inferior al 75% con TOP2A y sin
aparentes efectos fuera de diana predichos (Figura 4A). Por lo tanto, estos shRNA son
potencialmente especificos para el silenciamiento de la TOP2B y se eligieron para el estudio.
Ademas, se disefié un shRNA con secuencia aleatoria (scramble, shRNAscr) sin homologia con el

genoma humano como control de no inhibicion.

En primer lugar, los shRNA se clonaron en un vector de expresién inducible por

doxiciclina (V69) corriente abajo a un gen reportero fluorescente tdTomato (tdT) (Figura 4B).
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Figura 4. A) Secuencias de los shRNAs seleccionados para su clonaje en el vector V69: shRNA-TOP2B 1 (amarillo),
shRNA-TOP2B 2 (rosa), shRNA-TOP2B 3 (rojo), shRNAscr (azul). Con los nucledtidos en naranja se muestran las
secuencias correspondientes a los extremos cohesivos de la enzima de restriccion Mlul y en azul el bucle de la
horquilla. B) Esquema de la estrategia de clonaje. A la izquierda se muestra el esquema del vector V69 utilizado, abajo
derecha el esquema de los vectores recombinantes generados y abajo a la izquierda el mRNA policistrénico final
expresado bajo induccidn con doxiciclina. Creado con BioRender.

Tras la ligacion, se transformaron bacterias competentes, obteniéndose colonias
resistentes a ampicilina en las cuatro ligaciones (shRNA-TOP2B 1-3 y shRNAscr). El cribado por
PCR de colonias mostré la amplificacién del control interno de PCR de 200 pb en la totalidad de
las colonias, y en su mayoria, también se observd la amplificacién del fragmento de 330 pb que
indica la presencia de la horquilla (Figura 5A). Sin embargo, debido a la conformacién secundaria
estable de los shRNAs, se obtuvieron ademds artefactos de amplificacidn probablemente

correspondientes a amplicones incompletos.
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Figura 5. Geles de electroforesis representativos del cribado de colonias resistentes a ampicilina obtenidos tras la
ligacidn del vector V69 con las horquillas shRNA-TOP2B 1, shRNA-TOP2B 2, shRNA-TOP2B 3 y shRNAscr. A) PCR de
colonias. MM (Marcador de peso molecular 100 pb), CN (Control negativo), flecha azul (banda especifica del control
interno de amplificacion), flecha roja (banda especifica de la horquilla), circulo verde (colonias con el vector
recombinante). B) Digestién enzimatica con Spel y Hindlll. MM (marcador de peso molecular 1Kb), flecha roja (banda
de 741 pb distintiva entre vector recombinante y original V69).

Los plasmidos de las colonias positivas fueron posteriormente confirmados por digestion
enzimatica (Figura 5B). El patrdn de restriccidn de los vectores recombinantes, que consta de 5
bandas de peso molecular inferiores a 1500 pb (1106 pb, 741 pb, 655 pb, 438 pb y 250 pb), se
observé en todas las colonias analizadas, en comparacion con el del vector V69 (1106 pb, 655
pb, 438 pb y 250 pb), carente de la banda de 741 pb. Finalmente, se verificaron los vectores
recombinantes por secuenciacidn de Sanger. De esta forma se consiguieron clonar las cuatro

horquillas en el vector de destino, mostrando la alta eficiencia de la estrategia de clonaje.

6.2. CARACTERIZACION DE LOS shRNA-TOP2B

Las células HEK293 se utilizaron para evaluar la actividad RNAi de los shRNA. En primer

lugar, se confirmé la expresion de TOP2A y TOP2B en esta linea celular (Figura 6).

P938-P939 (Todas las isoformas de TOP2B menos la predicha X3) 109 pb

CDNA (-RT)
MM CDNAHEK293 CDNAHEK293 gDNAHEK293  gDNAHEK293 HEK293 CN

300pb
200pb

100pb ——

P940-P941 (todas las isoformas de TOP2A) 65 pb

MM CcDNA HEK293 CDNA HEK293 8DNA HEK293

300pb
200pb

100pb

Figura 6. PCR con muestras de DNA complementario (cDNA) y gendmico (gDNA) de HEK293. Ademds, también se
incluye un control de cDNA sin retrotranscribir (cDNA(-RT)), un control sin DNA molde (CN) y el marcador de peso
molecular (MM).
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A continuacién, las HEK293 se transfectaron de manera transitoria con los vectores
recombinantes confirmados. Como las horquillas se clonaron tras el gen reportero tdT y la
expresién de ambos estad dirigida por el mismo promotor inducible, la efectividad de la
transformacioén se puede estudiar mediante la expresion de la tdT (Figura 7). Tras 72 horas desde
la transfeccién, se observé que la confluencia de los cultivos era cercana al 100% y todos
mostraban expresion de tdT, aunque a eficacias bajas, siendo la transfeccidon con el vector
recombinante con shRNAscr la mds eficaz. De estos cultivos se obtuvo RNA y proteina para

cuantificar los niveles de TOP2A y TOP2B a ambos niveles.

shRNA-TOP2B 1 ShRNATOP2B 2 shRNA-TOP2B 3 shRNA-scramble

w7

Campo Claro

Fluorescencia roja

Figura 7. Imdgenes de los cultivos de HEK293 inducidos con 2 pg/ml de doxiciclina tomadas 72 horas tras su
transfeccidn con los vectores de expresidon de shRNAs. En la fila superior se muestran las imagenes de campo claro y
en la fila inferior las imagenes de fluorescencia roja originada de la tdT. Se tomaron las imagenes en las mismas areas
de los pocillos para que fueran comparables. Barra de escala de 200 um.

Para cuantificar los niveles de expresién de TOP2 y la eficacia de los sShARNAs-TOP2B, se
testaron los anticuerpos anti-TOP2A y anti-TOP2B (Tabla A2) para la deteccion de estas proteinas
mediante Western blot. Para ello se extrajeron las proteinas totales de las HEK293 transfectadas,
se cargaron en un gel de poliacrilamida y se realizd una tincién de proteinas con azul de
Coomassie, donde se comprobd que la calidad de los extractos era adecuada al observarse el
patrén de bandas definidas de todos los pesos moleculares (Figura 8A). Tras la transferencia a
las membranas de nitrocelulosa e incubacidn con los anticuerpos primarios anti-TOP2B y anti-
TOP2A en distintas condiciones, no se consiguieron detectar bandas especificas del peso
molecular esperado (180 kDa) correspondientes a TOP2A y TOP2B (Figura 8B). Estos resultados
pueden deberse en parte a la ineficaz transferencia de proteinas de alto peso molecular, ya que
mediante la tincidn Coomassie en el gel ya transferido se observan las bandas cuyo peso
molecular es superior a ~40 kDa (Figura 8C), o a la falta de interaccion de los anticuerpos con sus

antigenos.

Sin embargo, la eficacia de la transferencia de las proteinas de bajo peso molecular se
demostré mediante la deteccion de la proteina P16 (Figura 8D). P16 es un marcador de
senescencia celular y envejecimiento, aunque también se le atribuyen otras funciones #. El uso

de este anticuerpo, ademas de para confirmar la correcta realizacion del experimento, resulta
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de especial interés en este proyecto para evaluar la posible senescencia celular asociada al dafo
gendmico resultante de inhibir TOP2B.
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Figura 8. Optimizacion de la técnica de Western blot para la deteccién de TOP2A y TOP2B con extractos de proteina
purificada a partir de HEK293. A) Tincion Coomassie en gel de poliacrilamida al 8%. Los carriles corresponden al
marcador de peso molecular (MM), las transfecciones con los vectores recombinantes V69-shRNA-TOP2B 2, 3 y
scramble y a las HEK293 sin transfectar, mismas muestras que en el resto de la figura. B) Western Blot con anti-TOP2B
(dilucién 1:200) y anti-TOP2A (dilucién 1:200) con bloqueo con 5% de leche desnatada en polvo o 5% de seroalbimina
bovina. C) Tincién Coomassie en gel de poliacrilamida al 8% tras la transferencia de las proteinas. D) Western Blot con
anti-P16, donde se remarca en rojo la banda especifica de 16 kDa.

Por otro lado, los andlisis de expresion a nivel de RNA (Figura 9) mostraron que los
shRNA-TOP2B 1 y 2 aumentan la expresiéon de la TOP2A 1.43 y 1.80 veces respectivamente,
mientras que la expresion de TOP2B se mantiene en el caso del candidato 1 e incrementa 1.25
veces en el candidato 2. El shRNA-TOP2B 3 es el Unico que mostré un cierto nivel de inhibicién
de la expresion, de 0.92 veces para TOP2A y 0.87 veces para TOP2B, con respecto a la secuencia

aleatoria. Por tanto, los resultados preliminares mostraron una inhibicidn de TOP2B ineficiente.

Como los shRNAs tienen una complementariedad del 100% con la secuencia diana, se
espera la degradacion del mRNA de TOP2B. Por tanto, los resultados obtenidos indican o una
ausencia de interaccidn del shRNA con TOP2B basada en un procesamiento incorrecto del shRNA
por la maquinaria de la célula a partir del mRNA policistronico, o una transfeccion insuficiente
de los vectores recombinantes que limita la visualizacién del posible efecto de los shRNAs (Figura
7). Futuros estudios iran dirigidos a aclarar esta situacién, pero, como los niveles de RNA no son

necesariamente representativos de la cantidad de proteina que codifican, se decidié continuar
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con la caracterizaciébn de la expresion de TOP2B a nivel de proteina mediante

inmunofluorescencia, donde también se puede estudiar la eficiencia de la transfeccion (Figura

7).
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Figura 9. Andlisis de la expresion relativa de TOP2B y TOP2A con respecto al shRNA-scramble.

Asi, en primer lugar, se evalud la eficacia de la induccién mediante el estudio de la
fluorescencia del reportero tdT en HEK293 transfectadas, ya que solo en el caso de las células
inducidas con doxiciclina se observa sefial fluorescente (Figura 10A). Ademas, se selecciond el
candidato shRNA-TOP2B 3, al ser el Unico que mostraba algo de capacidad inhibitoria a nivel de
MRNA, para la inmunofluorescencia con el anticuerpo primario anti-TOP2B. Se observd una
disminucién de la sefial fluorescente roja en el caso de las células transfectadas con el vector
recombinante con shRNA-TOPB 3 respecto a las transfectadas con el vector recombinante con la

horquilla shRNA-scramble (Figura 10B).

DAPI Fluorescencia tdT

No inducidas
shRNA-scramble inducido

Inducidas con doxociclina
shRNA-TOP2B 3inducido

Figura 10. Inmunofluorescencia de las HEK293 transfectadas con el vector recombinante V69-shRNA-TOP2B 3. A)
Evaluacién de la expresiéon de tdT-shRNAs mediante fluorescencia tdT sin induccidn y con induccién con doxiciclina 2
ug/ml durante 72 horas. B) Expresidn de tdT (sefial amarilla) y TOP2B (sefial roja) en células transfectadas con vectores
de expresidn de shRNA (scr o TOP2B 3) con (fila inferior) o sin (fila superior) induccidn con doxiciclina 2 pg/ml durante
72 horas. Contraste nuclear (DAPI), barra de escala 500 pm.
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Por lo tanto, aunque hasta ahora son resultados preliminares basados en un Unico
experimento de transfeccion, parece que el candidato shRNA-TOP2B 3 es el Unico que muestra
cierta inhibicidn de la expresién de TOP2B a nivel de mRNA, que se ve reflejado asi mismo, en
una disminucion de la expresién de la proteina mds aparente que el cambio observado a nivel
de RNA. La discrepancia entre los niveles de RNA y proteina para la TOP2B podria deberse a
multitud de mecanismos regulatorios post-transcripcionales y post-traduccionales. Estudios

futuros mas amplios determinaran el grado de inhibicidon conseguido por este shRNA.

6.3. CARACTERIZACION DE hiPSC-CM

Para la caracterizacion de la poblacién de cardiomiocitos diferenciados a partir de células
madre pluripotentes inducidas humanas (hiPSC-CM), se realizd citometria de flujo para la
troponina Il humana (TNNT2) el dltimo dia del protocolo de diferenciacion (dia 13) y el ultimo
dia de la primera expansion (dia 20) (Figura 11). La TNNT2 es un marcador especifico del linaje

celular de los cardiomiocitos y, ademas, es esencial para la contraccién cardiaca.

De la poblacién seleccionada para el estudio, un 70.2% fue positiva para TNNT2 en el dia
13, el 29.8% de las células restantes pueden ser subpoblaciones celulares menos diferenciadas
u otros linajes celulares. El porcentaje de células TNNT2 positiva tras la primera expansion

aumento significativamente al 98.2% (Figura 11).
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Figura 11. Inmnunofenotipado de la progenie de cardiomiocitos derivados de iPSC marcados con anti-TNNT2 humana
por citometria de flujo. En la grafica de la izquierda se muestra la poblacién seleccionada para el andlisis segun su
tamano y complejidad. La segunda grafica muestra el marcaje de la TNNT2 de la poblacidn en dia 13 de diferenciacién
de iPSC a iPSC-CM vy la de la derecha en dia 20, correspondiente al Gltimo dia de la primera expansién. Abajo se
muestra una linea del tiempo con los hitos principales en el protocolo de obtencién de los hiPSC-CM. SS-A (area del
laser lateral), FS-A (area del laser frontal) y FL9-A (area del canal de fluorescencia 9).
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Los resultados obtenidos, sugieren que el protocolo de expansidn favorece la seleccion
o proliferacién de los hiPSC-CM, lo que concuerda con la biobibliografia consultada, gracias a la
adaptacion de las condiciones de cultivo que favorecen el fenotipo de CM, como el

recubrimiento con matrices celulares artificiales, la estandarizacién de la densidad celular, y el

uso de medio de cultivo sin suero 2. De esta manera, el alto porcentaje de células TNNT2
positivas es un resultado éptimo para confirmar que las células obtenidas pertenecen a un linaje

homogéneo con el que construir el modelo de corazén-en-chip.

6.4. CARACTERIZACION DE hCF

Para la caracterizacion de los fibroblastos cardiacos humanos (hCF) se realizé citometria
para CD90 y CD140a. CD90 es una glicoproteina de membrana que se utiliza frecuentemente
como marcador general de fibroblastos al expresarse en los fibroblastos, células madre
mesenquimales, células madre hematopoyéticas, neuronas y células endoteliales activadas en
humanos . CD140a, conocido generalmente como receptor a del factor de crecimiento
derivado de plaquetas, es un marcador especifico de los fibroblastos cardiacos al ser Unicamente

expresado por estos &,

Primero se selecciond la poblacidn a analizar por su tamafio y complejidad celular, donde

se observd heterogeneidad en la granularidad interna de las células. EI 97.2% de las células
fueron positivas para CD90, diferencidandose claramente dos poblaciones y confirmandose que
aproximadamente la totalidad de la poblacion celular son fibroblastos. Sin embargo, solo el
0.27% expresaron CD140a (Figura 12). Segun bibliografia consultada, aunque solo los CF
expresan CD140aq, no todas las poblaciones de estos lo presentan. La gran heterogeneidad de
los fibroblastos dificulta su caracterizacidn, ya que pueden provenir de multiples progenitores .

Ademas, los cultivos celulares primarios pierden frecuentemente su fenotipo celular al carecer

de los estimulos intercelulares y topograficos propios del tejido original.
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Figura 12. Citometria de hCF para el marcaje de CD90 (gréfica central) y CD140a (Grafica derecha). En la grafica de la
izquierda se muestra la poblacion seleccionada para el analisis segiin su tamafio y complejidad. SS-A (area del laser
lateral), FS-A (area del laser frontal), FL7-A (4rea del canal de fluorescencia 7) y FL2-A (area del canal de fluorescencia
2)
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La expresion de marcadores de hCF analizada por citometria se complementé con un
analisis funcional de su capacidad de activacidon a miofibroblastos en respuesta al factor de
crecimiento transformante B (TGF-B), inductor de este cambio . Los miofibroblastos tienen un
tamafio significativamente mayor y expresan a-actina de musculo liso (aSMA), marcador de
activacion a miofibroblastos, aunque también es expresado por las células del musculo liso 8. En
la inmunofluorescencia se marcé con vimentina, una proteina de los filamentos intermediarios,
gue se considera un marcador genérico de fibroblastos y otros tipos celulares, como por ejemplo,

del linaje endotelial &.

En el caso de los hCF cultivados en condiciones basales, se observd una morfologia
generalizada estrecha y alargada, con el citoplasma marcado completamente con vimentina,
salvo alguna célula esporadica que presentaba el fenotipo caracteristico de los mioblastos
(Figura 13A). En cambio, en los hCF tratados con TGF-B aumento significativamente el nimero
de células aSMA* y con una marcada hipertrofia celular (Figura 13B). Sin embargo, la activacion
no fue homogénea a diferencia del marcaje con vimentina, por lo que queda por determinar si
incubaciones mas prolongadas con TGF-B pueden conducir a una activacion total como cabria

esperar.

hCF hCF + TGF-B

Figura 13. Inmunofluorescencia de fibroblastos cardiacos primarios cultivados en condiciones basales (A) y en
presencia de TGF-B (B). Marcaje nuclear (azul), con vimentina (rojo) y aSMA (verde). Barra de escala de 100 um.
Con estos resultados, se confirma el linaje celular de fibroblasto inactivo de la poblacidon
de hCF primarios con la que se esta trabajando. Esto resulta de especial interés para el estudio
de patologia cardiacas con procesos inflamatorios y participacién de estrés mecdanico. Por
ejemplo, uno de los hitos principales en la isquemia cardiaca es el reclutamiento de fibroblastos
en el tejido dafiado, los cuales se activan a miofibroblastos por la presencia de sefiales
inflamatorias, fibréticas y mecdnicas. Los miofibroblastos producen mds matriz extracelular,

derivando fibrosis caracterizada por un aumento en larigidez del tejido, lo que altera finalmente
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% Por tanto, un modelo de corazén-en-chip con hCF con

la capacidad contractil cardiaca
capacidad de activacién a mioblastos seria ideal para modelizar el infarto de miocardio, una

patologia de gran interés social en nuestra sociedad.

6.5. ESTUDIO DE MEDIOS PARA EL CO-CULTIVO

Con el objetivo de seleccionar el mejor medio para el co-cultivo de cardiomiocitos
inducidos (hiPSC-CM), fibroblastos cardiacos (hCF) y células endoteliales (EC) en el modelo de
microfluidica corazdén-en-chip, se estudio la actividad metabdlica y proliferacion celular de los
hiPSC-CM y hCF en el medio basal de los hiPSC-CM, hCF y dos medios de EC, asi como las dos
mezclas de los tres medios basales de cada tipo celular. El ensayo con resazurina mide la
actividad metabdlica de las células, que se puede alterar dependiendo de factores ambientales
y la actividad proliferativa. En cambio, con la tincidn con cristal violeta se obtienen datos de la
cantidad total de células en un determinado momento. Como los tipos celulares del ensayo son
adherentes, la poblacidn tefida con cristal violeta corresponde con las células vivas, informando

sobre la proliferacién celular.

En el caso de los hCF, la actividad metabdlica disminuyé en el primer dia de incubacion
con los medios de estudio, y posteriormente aumentd significativamente hasta el final del
ensayo (Figura 14A), a excepcién del medio de mantenimiento de hiPSC-CM, que carece de
suero, por lo que no hay factores suficientes para promover una actividad metabdlica elevada.
Al comparar la actividad metabdlica de los hCF en los distintos medios a dia 7 (Figura 14B), se
observé que las actividades metabdlicas mayores se registraban con los medios de cultivos de
las EC, seguidas de las correspondientes a las mezclas de medios. Tanto en el caso de los medios
de las EC como de las mezclas de medios, el uso del medio de EC de Lonza se tradujo en una
actividad metabdlica significativamente mayor que su contraparte de Innoprot. Respecto a la
proliferacion celular (Figura 14C), se observé la misma tendencia a nivel global que con la
actividad metabdlica, sin embargo, en este ensayo no hay diferencias significativas entre los
medios de EC y sus mezclas. Es decir, en los medios de las EC la actividad metabdlica se ve
incrementada mientras que la cantidad de las células se mantiene respecto a las mezclas de
medios, por tanto, el aumento de la actividad no se debe a un aumento de la proliferacion, sino

que las células estdn mas activas.
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Incremento de fluorescencia

Figura 14. A) Representacion de la actividad metabdlica durante el ensayo mediante el incremento de fluorescencia
emitida a 590 respecto el control del dia 0 en los diferentes medios de cultivo. B) Representacién grafica de la actividad
metabdlica en el dia 7 mediante el incremento de fluorescencia emitida a 590 respecto el control del dia cero.
C) Representacion de la proliferacidn celular mediante la absorbancia a 570 nm en el dia 7 desde el cambio de medios
de cultivo. Las graficas de la izquierda corresponden a los hCF y los de la derecha a los hiPSC-CM. Las barras
representan la media con la desviacion estandar. Todos los conjuntos de datos muestran una distribucion Gaussiana.
*. P <0.05, **: P <0.01y ***: P <0.001 comparado con el medio basal de cada tipo celular. #: P < 0.05 y # # #:
P < 0.001 comparado con el medio EC Lonza con Innoprot. t: P < 0.05, t1: P < 0.01 comparando los medios EC basales
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La actividad metabdlica de los hiPSC-CM a lo largo del ensayo (Figura 14A) fue menor en
su medio basal respecto al resto de medios estudiados y las tendencias globales variaron
respecto a las observadas en los hCF. La actividad sufrié un rapido incremento hasta el dia 2, a
partir del cual el incremento fue mas gradual. De hecho, en el caso del medio basal de los
hiPSC-CM vy hCF, la actividad a partir del dia 2 se mantuvo practicamente constante. Analizando
las actividades metabdlicas a dia 7 (Figura 14B), la tendencia global fue la misma que la de los
hCF, siendo la actividad mayor en los medios de EC, seguido de las mezclas y del medio basal de
hCF. En este caso no hubo diferencias significativas entre los efectos de los dos medios de EC y
entre las dos mezclas, aunque si que hay entre los medios de EC y sus mixes correspondientes,
con un nivel de significancia bajo. En cuanto a la proliferacion, las hiPSC-CM presentaron mayor
numero de células totales en la mezcla con el medio EC Lonza, aunque los valores obtenidos en

los medios de EC basales y sus mezclas respectivas fueron practicamente iguales (Figura 14C).

Para ambos tipos celulares cabe mencionar que ninguno de los medios testados muestra
citotoxicidad. En este ensayo es importante conocer que una mayor actividad metabdlica y
proliferacion no significan mejores condiciones para el cultivo del tipo celular. Por ejemplo, la
actividad metabdlica es esencial y se ve incrementada con la proliferacién, tal y como se observa
en los hCF. Sin embargo, la exposicidén a estrés también conlleva un aumento de la actividad
metabdlica °1. Un incremento de viabilidad en hiPSC-CM inducido por los medios se traduce en
un aumento de la proliferacion y esto es indeseable puesto que los CM maduros carecen de
capacidad proliferativa. Los medios basales de hiPSC-CM no tienen suero, consiguiendo una
proliferacion basal baja, sin embargo, en cultivo con el resto de medios ricos en micronutrientes
y factores de crecimiento, aumenta significativamente. Esto demuestra que la poblacién de
hiPSC-CM no tiene un fenotipo maduro y mantiene cierta plasticidad modulada por la variacion
de componentes en el medio de cultivo. Estas diferencias entre medios y densidades celulares
se pudieron observar con microscopia (Figura A1), donde la densidad era minima en el medio
de las hiPSC-CM, seguida por el medio de los hCF y con una muy alta densidad en el resto de los
medios. Por otro lado, el aumento de proliferacién observado en los distintos medios podria
deberse a la estimulacidon del crecimiento de tipos celulares presentes entre la progenie de
hiPSC-CM con ventaja proliferativa sobre los CM. Por lo tanto, es necesario llevar a cabo una
caracterizacion fenotipica de los cultivos obtenidos en presencia de los distintos medios para

determinar su efecto.

En resumen, y a falta de llevar a cabo la caracterizacién fenotipica mencionada, parece
gue el medio basal de hCF o la mezcla de medios con el medio de EC Innoprot son los mejores

candidatos para el co-cultivo de estos dos tipos celulares cardiacos ya que en estos medios se
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exhiben la actividad metabdlica y viabilidad mas parecidas a las obtenidas con los medios propios

de los distintos tipos celulares.

6.6. DESARROLLO DEL CORAZON-EN-CHIP

Para modelar el tejido cardiaco lo ideal seria generar un modelo que incluya un cultivo
tridimensional de hiPSC-CM y hCF en la cdmara central, con una barrera compuesta por EC en
los laterales. Con este objetivo se han incluido los medios de cultivos de los tres tipos celulares
en el ensayo de medios anterior. De manera paralela a dicho ensayo, y como primer paso hacia
la generacion del corazén-en-chip, se embebieron hCF e hiPSC-CM en un hidrogel tridimensional
de colageno confinado en la camara central del dispositivo de microfluidica BEGradient,
utilizando como medio de cultivo una mezcla [1:1] de los medios basales de los dos tipos
celulares utilizados. Esta decisidon se tomd en base a que el 70% de las células sembradas son
hiPSC-CM, las cuales se ven altamente alteradas por los factores tréficos de los distintos medios
diferentes al suyo basal, por lo que se optd por una mezcla donde la cantidad de suero no sea
tan superior a la basal del medio de hiPSC-CM, pero tenga la suficiente para garantizar la

supervivencia de los hCF.

Tiempo trasncurrido desde la siembra
Dia 1 Dia 3 Dia 6

40-108 células/ml

Densidad celular de siembra

60-108células/ml

Figura 15. Evolucidn del cultivo celular tridimensional de hiPSC-CM:hCF [70:30] en el dispositivo BEGradient mediante
imdgenes de microscopia fluorescente. Las células vivas se tifieron con calceina (verde) y las células muertas con
yoduro de propidio (rojo). Barra de escala de 500 um.
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Se estudid la evolucidn de la viabilidad celular dentro del dispositivo BEGradient
mediante tincidn fluorescente con calceina y yoduro de propidio a diferentes tiempos desde la
siembra, partiendo de dos densidades celulares iniciales distintas (Figura 15). En el caso de la
densidad de siembra menor, se observé que en el primer dia la mayoria de las células estaban
vivas, comenzando a distinguirse en el dia 3 una poblacidn necrética central, que se definia
claramente a dia 6. Sin embargo, al aumentar la densidad inicial se observd el primer dia un
centro necrético de tamaiio similar al dia 6 anterior. La poblacidon de células muertas se fue
expandiendo a lo largo del tiempo, hasta cubrir la totalidad del cultivo a dia 3, a excepcion de los

bordes.

Este ensayo muestra que, al incrementar el tiempo de cultivo o la densidad celular de
siembra, se forma un centro necrdético que se expande con el paso del tiempo, debido
probablemente a la limitacion de difusién del medio de cultivo y al consumo de nutrientes y
oxigeno por las células de la periferia. En vista de estos resultados, para modelizar el tejido
cardiaco para la cardiotoxicidad inducida por quimioterapicos, se plantea trabajar a tiempos
cortos o reducir la densidad celular de siembra para permitir una mayor difusion de los
nutrientes desde los canales laterales y mantener durante mas tiempo las caracteristicas
originales del cultivo. Por otro lado, el uso de densidades de siembra elevadas que resulte en la
generacion de una region central sin nutrientes y oxigeno es interesante para la modelizacion
del tejido cardiaco en situaciones patoldgicas como la isquemia, donde se utiliza ampliamente la

limitacién de dichos recursos para recrear los episodios de estrés cardiaco %2.
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7. CONCLUSIONES

En este trabajo se han disefiado, clonado y caracterizado tres candidatos de shRNA-TOP2B para
estudiar el silenciamiento transitorio de TOP2B. Ademads, se han caracterizado hiPSC-CM y hCF,
se ha determinado el mejor medio de co-cultivo de hiPSC-CM, hCF y EC y se ha iniciado el
desarrollo del modelo de corazén-en-chip. Las conclusiones de los resultados obtenidos se

enumeran a continuacion:

- Se han disefiado y clonado exitosamente shRNA anti-TOP2B en un vector de expresién
inducible funcional.

- En resultados preliminares, se observa que el candidato shRNA-TOP2B 3 muestra un
grado de inhibicién muy limitado de la expresion TOP2B a nivel de mRNA, que es mas
acusado a nivel de proteina. Se requiere una mayor caracterizacién y optimizacién del
disefo de los sShARNA-TOP2B para conseguir una mayor eficiencia del silenciamiento y
especificidad de inhibicion de TOP2B sin alterar la expresién de TOP2A.

- Ladiferenciacion de hiPSC a CM resulta en una poblacion homogénea de cardiomiocitos
TNNT2*. Aunque, mediante su cultivo en presencia de suero, se ha demostrado que
tiene alta capacidad proliferativa, caracteristica de un fenotipo inmaduro.

- Se ha confirmado el fenotipo y funcionalidad del cultivo primario de hCF.

- El medio de cultivo influye significativamente en la actividad metabdlica y proliferacidn
celular de los hCF y hiPSC-CM, pero se han identificado dos medios que las mantienen
en comparacién con sus respectivos medios basales.

- Se haniniciado los primeros pasos para la puesta a punto de un modelo de corazén-en-
chip en el dispositivo de microfluidica BEGradient con hCF y hiPSC-CM embebidos en

coldgeno para su uso como modelo de CIQ.
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ANEXOS

Tabla Al. Cebadores utilizados.

Gen Codigo Sentido Secuencia Uso
cebadores
shRNA- PCR de
TOP2B 1 P944 F GTACAAGTAAACGCGTGGATAAG colonia
shRNA- PCR de
TOP2B 2 P947 F AGACAATGCCCTCACCTTATTAC colonia
shRNA- PCR de
TOP2B 3 P950 F AGGCATTGACTCCATCAGTTTAC colonia
shRNA- P953 F TGCGTCAAGTCTAGCATCTAATAC PCR d‘e
scramble colonia
PCR de
shRNA-GFP P956 F AAGCTGACCCTGAAGTTCATTAC colonia
PCR de
TK-pA P98s R AAACTCGAGCTATGGCAGGGC coloniay
secuenciacion
de Sanger
CAG P167 F CTCTAGAGCCTCTGCTAACC PCR d‘e
colonia
CMVp P138 R GGTAGGCGTGTACGGTGG PCR d‘e
colonia
TOP2A P940 F TGAAGAATTGGAGGCTGTTG gPCR
Po41 R CTTTCCCAGGAAGTCCGA gPCR
TOP28B P938 F TCCTTGGTCAGATGATGAATCC gPCR
P939 R TTAGGTCTTTCGGCTGCTG gPCR
GADPH P1 F GACCACAGTCCATGCCATC gPCR
P2 R CATCCACAGTCTTCTGGGTG gPCR
POIR2A P740 F CTCCCTCATCATACCTGGTCA gPCR
P493 R CATTCTCCACCACCACCTTG gPCR
Tabla A2. Anticuerpos primarios utilizados
Anticuerpo Proveedor Referencia Dilucién Uso
. 1:200; 1:100 Western Blot
Anti-TOP28 Santa Cruz sc-25330 1:250; 1:100 Inmunofluorescencia
BV421_anti- 8D
Troponina Il . 565618 1:200 Citometria
Biosciencies
humana
AF700-antiCD90 | Thermo Fisher | 56-0909-42 1:20 Citometria
PE-antiCD140a | Thermo Fisher | 12-1401-81 1:40 Citometria
Anti-vimentina | Thermo Fisher | PA1-16759 1:1000 Inmunofluorescencia
Anti-aSMA Agilent M085129-2 1:200 Inmunofluorescencia




Tabla A3. Anticuerpos secundarios utilizados.

Anticuerpo Proveedor Referencia Dilucién Uso
488 Cabra Abcam Ab173003 1:1000 Western Blot
anti-raton
AF790Burro | o Fisher | A11371 1:10000 Western Blot
anti-raton
633 Cabra | oy o Fisher | A-21070 1:5000 Western Blot
anti-conejo
48? Cab,ra Thermo Fisher A11001 1:1000 Inmunofluorescencia
anti-raton
633_ Cabra Thermo Fisher A-21103 1:500 Inmunofluorescencia
anti-pollo
700. Cablra Thermo Fisher A-21036 1:500 Inmunofluorescencia
anti-raton

Figura Al. Cultivos celulares tefiidos con cristal violeta a dia 7 tras el cambio de medio a los
medios de estudio indicados a la izquierda de la figura.
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