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Resumen

La sepsis es una condicidn sistémica grave causada por una respuesta exagerada del sistema inmunitario
frente a una infeccidn, en la que se liberan numerosas citoquinas inflamatorias provocando la desregulacion
del organismo, dafiando tejidos, érganos y en ultima instancia la muerte. Las histonas tienen un papel
importante en el desarrollo de la sepsis, las células de la inmunidad innata, principalmente los macréfagos y
neutrdfilos, liberan histonas al torrente sanguineo por la formacién de trampas extracelulares METs y NETSs,
respectivamente, con la finalidad de eliminar a los patégenos invasores y detener la infeccidn. Pero también
pueden contribuir a la progresion de la sepsis, actuando como patrones moleculares asociados a dano celular,
DAMPs, provocando la liberacién de citoquinas inflamatorias e induciendo a la aparicidn de procesos de
muerte celular programada. Ademas, dentro de su capacidad citotdoxica también provocan dafio celular
mediante la activacién de estrés oxidativo. El objetivo de este trabajo fue el desarrollo de biomodelos en los
qgue poder estudiar la sepsis e identificar nuevos biomarcadores con los que apoyar o mejorar los sistemas de
diagndsticos actuales; como la sepsis es una afeccidn principalmente sanguinea nos centraremos en el
desarrollo de un biomodelo cardiaco y un organoide renal a partir de células madre pluripotentes inducidas
humanas, IPSCs, en las que poder estudiar el efecto citotdxico de las histonas, asi como la relevancia de las
mismas en el desarrollo de esta condicién fisiopatoldgica grave, para posteriormente poder identificar posibles
biomarcadores y métodos de diagndstico de la sepsis. El biomodelo cardiaco consistié en una monocapa de
cardiomiocitos humanos maduros, los cuales se caracterizaron mediante la deteccidn de expresién de
troponina T cardiaca por citometria de flujo y por la deteccién de expresién de actinina-a, GATA-4 y la
troponina T cardiaca mediante inmunofluorescencia, utilizando microscopia confocal. El biomodelo renal
consistid en un organoide de rifién, y su desarrollo se siguié mediante la captacion de imagenes mediante
microscopia de campo claro utilizando el microscopio dptico. Se realizaron tratamientos con histonas
extracelulares en el biomodelo cardiaco para analizar si al tratarlo con histonas extracelulares se producian
mecanismos fisiopatoldgicos similares a los observados en la sepsis. Se realizé un ensayo de MTT para estudiar
la viabilidad, se observé una disminucién de la viabilidad dependiente de la dosis. A continuacién, se llevo a
cabo un andlisis del tipo de muerte celular por citometria de flujo mediante deteccidén de anexina-V y yoduro
de propidio, observdandose que la mayoria de las células morian por apoptosis primaria y secundaria.
Centrandonos en la apoptosis secundaria, concretamente en la piroptosis debido a su asociacién con la
presencia de infeccidn por patdgenos externos y procesos inflamatorios, se analizaron las rutas de activacion
del inflamasoma candnica y no candnica mediante el analisis de la expresidn génica de las interleucinas IL-1q,
IL-1B e IL-18 por PCR-cuantitativa; los resultados observados no indicaron un aumento de expresion de estas
interleucinas. Al no poder confirmar la activacion de piroptosis por esas rutas nos centramos en comprobar si
el tratamiento con histonas extracelulares producia estrés oxidativo en los cardiomiocitos. Para ello
analizamos mediante PCR-cuantitativa la expresidon génica de enzimas antioxidantes, concretamente fueron
las superdxido dismutasas SOD1 y SOD2, el glutatidon peroxidasa 1, GPX1 y la catalasa, CAT. Los resultados
obtenidos indicaron una disminucidon de la expresién de SOD2, por otro lado, se detectd un aumento
significativo de catalasa, lo que sugiere una alteracion del balance redox celular en los cardiomiocitos tras el
tratamiento con las histonas extracelulares.

Palabras clave: Cardiomiocito, células madre pluripotentes inducidas, factores de diferenciacion,
organoide, histonas, sepsis, inflamacién y apoptosis.



Abstract

Sepsis is a severe systemic condition caused by an exaggerated immune system response to infection, in which
numerous inflammatory cytokines are released causing dysregulation of the body, damaging tissues, organs
and ultimately death. Histones play an important role in the development of sepsis, the cells of innate
immunity, mainly macrophages and neutrophils, release histones into the bloodstream by the formation of
extracellular traps METs and NETSs, respectively, with the aim of eliminating invading pathogens and stopping
the infection. But they can also contribute to the progression of sepsis, acting as cell damage-associated
molecular patterns, DAMPs, triggering the release of inflammatory cytokines and inducing the onset of
programmed cell death processes. In addition, within their cytotoxic capacity they also provoke cell damage
through the activation of oxidative stress. The aim of this work was to develop biomodels in which to study
sepsis and identify new biomarkers to support or improve current diagnostic systems; Since sepsis is mainly a
blood disorder, we will focus on the development of a cardiac biomodel and a renal organoid from human
induced pluripotent stem cells, IPSCs, in which to study the cytotoxic effect of histones, as well as their
relevance in the development of this severe pathophysiological condition, in order to subsequently identify
possible biomarkers and diagnostic methods for sepsis. The cardiac biomodel consisted of a monolayer of
mature human cardiomyocytes, which were characterized by detection of cardiac troponin T expression by
flow cytometry and by detection of actinin-a, GATA-4 and cardiac troponin T expression by
immunofluorescence using confocal microscopy. The renal biomodel consisted of a kidney organoid, and its
development was followed by image capture by bright-field microscopy using light microscopy. Extracellular
histone treatments were performed on the cardiac biomodel to analyze whether treatment with extracellular
histones produced physiopathological mechanisms similar to those observed in sepsis. An MTT assay was
performed to study viability, a dose-dependent decrease in viability was observed. Next, an analysis of the
type of cell death was performed by flow cytometry using annexin-V and propidium iodide detection,
observing that most cells died by primary and secondary apoptosis. Focusing on secondary apoptosis,
specifically pyroptosis due to its association with the presence of infection by external pathogens and
inflammatory processes, canonical and non-canonical inflammasome activation pathways were analyzed by
analyzing gene expression of interleukins IL-1a, IL-1B and IL-18 by quantitative PCR-quantitative; the results
observed did not indicate increased expression of these interleukins. Since we were unable to confirm
pyroptosis activation by these routes we focused on testing whether treatment with extracellular histones
produced oxidative stress in cardiomyocytes. For this purpose, we analyzed by quantitative PCR the gene
expression of antioxidant enzymes, specifically the superoxide dismutases SOD1 and SOD2, glutathione
peroxidase 1, GPX1, and catalase, CAT. The results obtained indicated a decrease in the expression of SOD2,
on the other hand, a significant increase in catalase was detected, suggesting an alteration of the cellular redox
balance in cardiomyocytes after treatment with extracellular histones.

Keywords: Cardiomyocyte, induced pluripotent stem cells, differentiation factors, organoid, histones, sepsis,
inflammation and apoptosis.



1. INTRODUCCION

La sepsis se define como una condicidn sistémica grave y compleja causada por una respuesta exacerbada del
sistema inmunitario frente a una infeccién, capaz de dafiar los tejidos y érganos del paciente, causando
disfuncién organica y, en ultima instancia, la muerte. La sepsis puede avanzar a shock séptico, el cual se
considera un subconjunto de la sepsis en el que las anormalidades celulares, circulatorias y metabdlicas son
especialmente severas, asocidandose con un mayor riesgo de mortalidad (1).

La incidencia mundial de la sepsis es de 48 millones de casos al afio (2, 3), con una mortalidad de mas de 11
millones de muertes al afio en el mundo, de los cuales casi 3 millones son recién nacidos (4, 5); siendo una de
las causas mas frecuentes de muerte en las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) de los hospitales (6). El
coste econdmico de esta enfermedad supone mas de 24.000 millones de délares en Estados Unidos, y en
Europa 7.600 millones de euros al afio (7, 8, 9).

El tratamiento recomendado para la sepsis consiste en la administracién de antibidticos con la mayor rapidez,
a ser posible antes de las 6 horas tras la sospecha de la sepsis, para reducir al agente infeccioso inductor de la
enfermedad, junto con el uso de vasopresores, reanimacion con liquidos y técnicas de soporte vital durante
el transcurso de la enfermedad (10), para intentar reducir el dafio que puede provocar la sepsis en el paciente
incluyendo dafo cerebral, pulmonar, hepatico, intestinal, renal y cardiaco.

La sepsis produce una respuesta inmunitaria exagerada en los pacientes, inducida inicialmente por patrones
moleculares asociados a patdgenos (PAMP) y por patrones moleculares asociados a dafio celular (DAMP), los
cuales pueden activar el sistema inmunitario innato del huésped uniéndose a los receptores de las células de
este sistema (11, 12). La unidn a los receptores causa la produccion de numerosas citoquinas proinflamatorias
y antiinflamatorias, esta respuesta inflamatoria desemboca en una tormenta de citoquinas provocando una
desregulacion del organismo (13).

Las histonas extracelulares tienen un papel importante en el desarrollo de la sepsis, son liberadas al torrente
sanguineo con la finalidad de eliminar patégenos invasores y detener la infeccion (14). Esta liberacion de
histonas se produce principalmente por la activacién de las células de la inmunidad innata, como son los
macrdéfagos y los neutrdfilos, mediante mecanismos conocidos como METs (en el caso de lo macréfagos) y
NETs (en el caso de los neutréfilos), creando una red pegajosa capaz de unirse los patégenos invasores y
eliminarlos mediante efectos citotdxicos (15, 16).

Pero a su vez, estas moléculas liberadas desde las células inmunitarias actian como DAMPs, activando
procesos de inflamacién mediados por el sistema inmune innato, lo que puede contribuir a la progresion de
la sepsis (17, 18). Las histonas pueden inducir la liberacion de citoquinas inflamatorias en las células de la
inmunidad innata, principalmente mediante la liberacidn de citoquinas asociadas a la piroptosis como son la
interleucina 1 (IL-1a, IL-1B) y la interleucina 18 (IL-18) provocando que se activen estos procesos de apoptosis
en las células del organismo (19, 20), propagando la inflamacidn.

La piroptosis es un tipo de muerte celular programada estrechamente relacionada con las sepsis debido a que
se produce principalmente como respuesta a la infeccion de patdgenos. Este tipo de muerte celular
inflamatoria se caracteriza por la activacidon del inflamasoma, activacion de Caspasa 1 y liberacién de
citoquinas pro-inflamatorias (i.e. IL-1a, IL-1B, IL-18); y presenta caracteristicas tanto de la apoptosis como de
la necrosis (21, 22).

La piroptosis puede estar implicada en una gran variedad de enfermedades, como pueden ser enfermedades
autoinmunes, inflamatorias, del sistema nervioso y cardiovasculares. Se desencadena principalmente por la
activacidn del inflamasoma por la via candnica y no candnica, por ejemplo, en los cardiomiocitos la formacion
del inflamasoma NLRP3 tiene la capacidad de inducir la piroptosis (23). La estimulacién de canales de potasio



sensibles a ATP, la formacidn de poros por toxinas bacterianas, la desintegracioén lisosomal y la generacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) pueden inducir la activacién del inflamasoma, dando lugar a la liberacion
de interleuquinas pro-inflamatorias, principalmente la IL-1pB, IL-1a y IL-18 desencadenando en piroptosis (22).

En la via candnica, las interleuquinas implicadas son las IL1-B e IL-18. Estas son liberadas por la activacién del
inflamasoma, previamente activado por la formacién de un complejo macromolecular formado por tres
componentes, entre los que se encuentran NLRP3 y la caspasa 1 (22).

La otra via de sefializacién es la via no candnica del inflamasoma, en la que actdan principalmente las
interleuquinas IL-1q, IL-1pB, IL-18, conllevando a la inflamacidn celular. En esta via la caspasa 11 actua junto a
los componentes del inflamasoma NLRP3, induciendo la activacién de IL-1B, IL-18, ademas, la caspasa 11
también estd implicada en procesos de lisis celular y secrecidn de sefiales de peligro como la IL-1a, dando lugar
a la activacion de un proceso inflamatorio (22).

Ademas, las histonas en si mismas también tienen un papel importante en el desarrollo de las enfermedades
relacionadas con la inflamaciéon y la inmunosupresion, esto es porque la presencia de altas concentraciones
de histonas extracelulares produce efectos citotéxicos en las células del individuo, principalmente mediante
la activacion de procesos de muerte celular por apoptosis (24, 25), causando dafio a nivel sistémico y local en
diferentes érganos.

Uno de los efectos que se producen en las células al estar expuestas a altas concentraciones de histonas
extracelulares es la aparicidon de estrés oxidativo, desregulando la respuesta antioxidante celular. Un estrés
oxidativo continuado puede inducir el desarrollo de una respuesta inflamatoria, disfuncién mitocondrial y
finalmente muerte celular, procesos implicados en la insuficiencia organica descritos en la sepsis (26).

Unas de las proteinas principales para la regulacion del estrés oxidativo son la superdxido dismutasa 1y 2
(SOD1y SOD?2), la catalasa (CAT) y la glutatidn peroxidasa 1 (GPX1). La superdxido dismutasa (SOD) protege a
la célula del dafio producido por el superdxido, convirtiéndolo en peréxido de hidrogeno (H,0,). Las tres
diferentes variantes de la superdxido dismutasa se encuentran altamente compartimentadas, las SOD1 tiene
una mayor localizacién en el citoplasma, la SOD2 en los espacios mitocondriales y la SOD3 se encuentra en los
espacios extracelulares (27, 28).

Aguas abajo en la ruta, a nivel del perdxido del hidrégeno, actuan la catalasa y la glutatidn peroxidasa 1, estas
enzimas catalizan la reduccidn del peréxido de hidrégeno a O, y H,0, y se localizan en las mitocondrias,
citoplasma y membrana plasmatica. La catalasa utiliza su grupo hemo para convertir el perdxido de hidrégeno
en 0; y H;0, por otro lado, la glutatidon peroxidasa realiza la reduccién del peréxido de hidrégeno vy los
hidroperdxidos de lipidos solubles mediante sus residuos de selenocisteina y cisteina y utilizando el glutation,
como agente que aporta el poder reductor. De esta manera al eliminar especies reactivas de oxigeno
contribuyen a la preservacion de la homeostasis redox celular, previniendo el dafio oxidativo evitando la
activacion de las vias inflamatorias (29, 30).

Nuestro grupo estudia el efecto citotoxico de las histonas extracelulares utilizando diferentes biomodelos
relacionados con el sistema cardiovascular, debido a que es el tejido con mayor exposicion a las moléculas
proinflamatorias circulantes. En estudios recientes se comprobd como la exposicidn a altas concentraciones
de histonas provocaba en células endoteliales, la activacién de procesos inflamatorios y muerte celular
mediante apoptosis (31), autofagia (32) y piroptosis (33).

Ademas del tejido endotelial, nuestro grupo también ha publicado estudios sobre las consecuencias de la
sepsis en el tejido cardiaco y renal, siendo el dafio en estos tejidos muy frecuente en pacientes con sepsis (3,
34, 35, 36), y que pueden derivar en los pacientes supervivientes al desarrollo de patologias como la
insuficiencia cardiaca, el infarto de miocardio, accidente cerebro vascular, revascularizacién coronaria y



fibrilacion auricular; estas patologias cardiovasculares aumentan la tasa de mortalidad en los pacientes de
sepsis.

En resumen, es fundamental poder detectar la sepsis en etapas tempranas para evitar su progresion hacia el
dafno multiorgdnico. Ademas, como la sepsis es una enfermedad muy heterogénea que puede afectar a
6rganos vy tejidos diversos es importante desarrollar un método para identificar los diferentes casos, de
manera que se apliquen terapias mas dirigidas, precisas y eficaces a los pacientes.

Nuestro grupo quiere desarrollar nuevos biomodelos con los que estudiar la sepsis e identificar nuevos
biomarcadores con los que apoyar o mejorar los sistemas de diagndsticos actuales, para ello se quiere
desarrollar un biomodelo cardiaco y un biomodelo renal, tejidos afectados en la sepsis. La finalidad de este
trabajo es conseguir, a partir de células madre humanas, obtener un biomodelo cardiaco y renal, en los que
poder comprobar si al igual que en el tejido endotelial las histonas producen un efecto citotéxico, para
posteriormente poder identificar posibles biomarcadores y métodos de diagnéstico de la sepsis.



2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo fin de master es optimizar y poner a punto el disefio y protocolo para
generar biomodelos en lo que poder estudiar la sepsis mediante la evaluacidn de la citotoxicidad mediada por
las histonas extracelulares.

Para ello se han definido los siguientes objetivos especificos:
1. Cuantificar la concentracién de histonas extraidas a partir de células Hela.

2. Generary caracterizar un biomodelo de cardiomiocitos.
2.1 Diferenciar células madre IPSC a cardiomiocitos para obtener un modelo de estudio de la sepsis.
2.2 Caracterizar mediante inmunofluorescencia y andlisis de troponina por citometria.
2.3 Comprobar el efecto citotoxico mediante MTT y analizar el tipo de muerte celular mediante
deteccién de anexina yoduro por citometria al aplicar un tratamiento con histonas extracelulares.
2.4 Estudiar el efecto de las histonas sobre de las rutas implicadas en la piroptosis y el estrés oxidativo
mediante analisis de expresién génica

3. Generary analizar el desarrollo de un biomodelo de organoide de rifidn.
3.2 Diferenciar células madre IPSC a organoide de rifidn para obtener un modelo de estudio de la
sepsis.
3.3 Estudiar el crecimiento del biomodelo mediante observaciéon en microscopio dptico.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Células madre pluripotentes inducidas humanas

3.1.1 Descongelacion de las células madre pluripotentes inducidas humanas

Para desarrollar los biomodelos se utilizan células madre pluripotentes inducidas humanas, IPSCs. Las IPSC son
células las cuales han pasado de manera artificial por un proceso de desdiferenciacién, como resultado estds
células han recuperado su capacidad pluripotente, por lo que son capaces de diferenciarse a un gran niumero
de tipos celulares. En nuestro caso se han utilizado estas células para la generacién de 2 biomodelos, el
primero de ellos consistente en una monocapa de cardiomiocitos maduros funcionales, el segundo biomodelo
consistird en conseguir organoides con caracteristicas funcionales de rifidn.

El primer paso consistié en descongelar las IPSCs; las células estaban guardadas en un criopreservante
consistente en 90% de suero bovino fetal inactivado con 10% DMSO, dentro del tanque de nitrégeno a -1762C
para favorecer su conservacion.

Para descongelar las células:
- Se extrajo el vial del tanque de nitrégeno

- Se introdujo 5 minutos en el incubador (Esco CelCulture® CO, Modelo: CCL-050B-8, Esco Lifesciences) en
normoxia a una presion parcial del 5% CO, a 372C para que se descongelara el vial que contiene las células.

- Se resuspendieron las células contenidas en el criopreservante en 5 ml de medio DMEM F12 (ref: 31331028;
Thermo Fisher Scientific; Paisley; Reino Unido) sin suplementar.

El medio DMEM F12 se utilizard como medio intermedio, es decir, no sera el medio final en el que se cultiven
las IPSCs, pero sera muy util para pasos intermedios del experimento, por ejemplo, para momentos en los que
haya que recoger las células y después centrifugarlas para concentrarlas en un pellet; en los pasos en los que
el medio Unicamente se utiliza para recolectar células y se retira inmediatamente después se utilizara DMEM
F12, en los momentos donde se vaya a utilizar medio para cultivar las células durante largos periodos de
tiempo se utilizara el medio especifico adecuado.

- Se paso el contenido del criovial junto a los 5 ml de DMEM-F12 a un tubo de 15 ml|
- Se centrifugd el tubo a 250 xg durante 5 minutos para concentrar las células en un pellet.
- Se retird el medio DMEM F12 de manera que Unicamente quedaron las células en el fondo del tubo.

- Se resuspendié el pellet de células en 1 ml de medio mTSER (ref: 100-0274; Stemcell Technologies; Estados
Unidos) suplementado con Rock inhibitor Y-27632 (ref: 72304; Stemcell Technologies; Vancouver; Canada), la
proporcion fue de 1 pl de Rock inhibitor por cada 1.000 pl de medio, dilucién 1:1000.

Rock inhibitor, Y-27631, es un inhibidor selectivo competitivo de ATP de la proteina quinasa asociada a Rho
llamada Rock (37). Se utiliza en neuronas o células madre pluripotentes derivadas principalmente de humanos,
ratén, rata o primates no humanos, la funcién principal es mejorar la supervivencia celular de estas células. La
exposicién a Rock inhibitor produce un bloqueo de la apoptosis en las células madre embrionarias que se
encuentran disociadas, aumenta la supervivencia y la eficiencia de clonacidn y no afecta a su capacidad de
pluripotencia; ademads, mejora la tasa de supervivencia de las células embrionarias criopreservadas después
de la descongelacidn y la supervivencia en monocapas celulares (38, 39).



Las células madre se expanden formando colonias, lo que es necesario para su supervivencia. Cuando se
levantan las células para pasarlas a una placa de cultivo, en el proceso se disocian y separan las colonias de
células madre. Se utilizara Rock inhibitor o la tiazovivina, a la hora de descongelar células y al hacer pases
celulares para evitar que se activen procesos de muerte celular que deriven en apoptosis, ademas de para
favorecer la formacién de nuevas colonias, la supervivencia en monocapa, muy importante en las primeras
fases de la diferenciacidn a cardiomiocitos y la adhesién de esas células tanto a la superficie del pocillo como
entre ellas mismas. El Rock inhibitor solo se afiade el dia de descongelacion o el dia que se realice un pase
celular, el resto de dias que se lleve a cabo un cambio de medio se utilizarda medio mTSER normal completo
sin Rock inhibitor.

Por otro lado, el medio mTSER tiene sus propios suplementos, para hacer medio mTSER completo, se coge
una botella de medio mTSER sin suplementar, 500 pl, y se anaden 100 ul del suplemento mTSER plus
supplement y 2,5 ml de penicilina-estreptomicina (ref: 15140122; Invitrogen ThermoFisher Scientific; San
Diego, CA; Estados Unidos) (Tabla1).

Tabla 1: Volumenes y cantidades de cada uno de los componentes del medio mTSER final.

Medio mTSER Completo Proporcion de suplementos adicionales
500 ul de medio Rock inhibitor: 1 —1.000
100 pl mTSER plus suplement Tiazovivina: 2,6 —13.000
2,5 ml penicilina-estreptomicina

Las placas donde vamos a sembrar las células se tienen que preparar previamente para asegurar la viabilidad
y estabilidad de las IPSCs. Las células madre pluripotentes inducidas son células muy sensibles que pueden
morir con facilidad, tener mas dificultades a la hora de adherirse a la superficie del pocillo o incluso pueden
diferenciarse de manera no deseada, para evitar esto se utiliza Matrigel Matrix® (ref: 354277; Corning; New
York; USA) y Rok inhibitor. El matrigel se afade a los pocillos de la placa minimo 1 hora antes de que se vaya
a sembrar las células, la funcion del Matrigel Matrix® es favorecer la viabilidad celular, principalmente,
facilitando que las IPSCs se adhieran a la superficie del pocillo. Para preparar el recubrimiento de matrigel se
utiliza el propio matrigel y se mezcla con la cantidad de medio DMEM-F12 correspondiente, la idea es poner
en una placa de 6 pocillos la cantidad de matrigel y medio necesaria para que el volumen final de la mezcla
sea de 1 ml por pocillo (Tabla 2). Una vez pasada la hora, se retira la solucién con matrigel de los pocillos.

Tabla 2: volumenes y contenido de Matrigel Matrix®

Medio DMEM-F12 (ml) Matrigel Matrix® (pl)
Proporcién medio DMEM- Proporcién Matrigel Matrix® Cantidad total Matrigel
F12 indicado por la casa indicada por la casa Matrix®
comercial comercial
25 300 5.000 (ul)
Volumen por alicuota Volumen por alicuota Numero de alicuotas de Cantidad de Matrigel Matrix®
Matrigel Matrix® total por tipo de alicuota (ul)
12 144 11 1584
6 72 37 2664
3 36 20 720




- Se afiadié 1 ml de Matrigel Matrix®a los pocillos de la nueva placa 1 hora antes de sembrar las células
- Se retird el Matrigel Matrix®

- Se afiadieron 2 ml de medio mTSER suplementado con Rock inhibitor dilucién 1:1000, por pocillo de una
placa de 6 pocillos

- Se cogieron las células resuspendidas en el tubo de 15 ml y se sembraron a una densidad celular de 100.000
células por pocillo.

Las células IPSCs en mantenimiento, es decir, en las que no se esta realizando un proceso de diferenciacion,
se siembran y cultivan en placas de 6 pocillos, normalmente de un criovial se suelen sembrar y completar de
1 a 3 pocillos. Es muy importante realizar un cambio de medio al dia siguiente porque no es bueno para las
células que estén expuestas demasiado tiempo al Rock inhibitor.

- Se retird el medio con Rock inhibitor a las 24 horas y se anadieron 2 ml de medio mTSER sin Rock inhibitor.
De esta manera se finalizd el proceso de descongelacidn de IPSC.

3.1.2. Cultivo y mantenimiento de las células madre pluripotentes inducidas humanas

Una vez estan las IPSCs en la placa de 6 pocillos lo suficientemente crecidas se realiza un pase celular. Se realiza
un pase celular cada 2-3 dias con una densidad celular de siembra de 150.000, 100.00 y 70.000 células por
pocillo en placas de 6 pocillos.

Para realizar el pase celular:

- Siguiendo las mismas indicaciones que en el proceso de descongelacion, apartado 3.1.1, 1 hora antes de
afiadir las células hay que aplicar 1 ml de Matrigel Matrix® a los nuevos pocillos donde se vayan a sembrar las
células.

- Se sacaron del incubador las placas de 6 pocillos con las células que se iban a pasar a nuevos pocillos;

- Se retird el medio de cultivo y se realizé un lavado con 1 ml de PBS estéril (ref: 09-9400-100; Medicago;
Uppsala; Suecia) por pocillo.

- Se agregaron 300 ul de acutasa (ref: 07922; Stemcell Technologies; Vancouver BC; Canadad) y se incubd la
placa durante 5-8 minutos en el incubador para levantar las células

La acutasa va a provocar que se eliminen las uniones celulares, tanto las uniones de las células con el material
del pocillo, asi como las uniones intercelulares, por lo que a partir de este paso pasaremos de tener IPSCs en
colonias unidas a la placa a tener IPSCs sueltas y separadas.

-Se recogieron las células con 1-3 ml de medio DMEM-F12 y se pasaron a tubos de 15 ml.

Ademas de para recoger las células, el medio de cultivo tiene como segunda funcidn neutralizar el efecto de
la acutasa, una exposicidn prolongada a la acutasa puede provocar muerte celular.

- Se centrifugaron durante 5 minutos a 250 xg para obtener un pellet de células.

A partir de este punto se dejdé de utilizar DMEM-F12 y se pasé a utilizar medio mTSER suplementado con
tiazovivina (ref: 72254; Stemcell Technologies; Vancouver; Canadd). Como se ha comentado antes, la
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tiazovinina funciona como inhibidor selectivo de la proteina quinasa asociada a Rho, ROCK que promueve la
supervivencia de las células madre embrionarias durante la disociacidn y potencia los procesos de adhesion
celular (40); se utilizara al realizar pases celulares de mantenimiento.

- Se suplementé tanto el medio en el que se iba a resuspender el pellet de células presente en el tubo de 15
ml como el medio que se afiade previamente a los pocillos, siguiendo la proporcion 2,6 ul de tiazovivina por
cada 13.000 pul de medio mTSER.

- Se resuspendieron los pellets de células en 1 ml de medio mTSER suplementado con tiazovivina y se
afiadieron 2 ml de medio mTSER suplementado con tiazovivina a cada uno de los nuevos pocillos donde se
iban a agregar las células.

- Una vez se resuspendid el pellet, se pasé a contar las células, haciendo una dilucion 1/10 en un eppendorf.
Para ello se mezclaron 45 pl de medio DMEM-F12 sin suplementar, 45 ul de azul tripano y 10 ul de medio
MTSER con células, teniendo un volumen final de 100 pl. De ese volumen se cogieron 10 pl y se pasaron a una
camara Neubauer para realizar el conteo de células. Si se han seguido las proporciones indicadas, la férmula
para saber el nimero de células por ml contenidas en el tubo de 15 ml es la siguiente: nimero de células
contadas * 10 * 10.000.

- Finalmente, se pusieron varias concentraciones de células para asegurar su supervivencia, las mas utilizadas
fueron 70.000, 100.000 y 150.000 células por pocillo en placas de 6 pocillos. Es importante realizar un cambio
de medio al dia siguiente, retirar el medio mTSER con tiazovivina y afiadir medio mTSER sin tiazovivina (Figura
1)

ESQUEMA O CRONOGRAMA DEL CAMBIO DE MEDIO Y FACTORES, DESDE LA DESCONGELACION DE CELULAS IPSCS HASTA QUE ESTAN

LISTAS PARA LA DIFERENCIACION

- Placa de 6 pocillos

- Cambio de medio:

- Nueva placade 6
pocillos

- Cambio de

medio:

- Células IPSCs listas
para realizar un

- 1 ml Matrigel 2 ml de medio mTSER nuevo pase celular
Matrix® por pocillo 1 sin Rock in - 1 ml Matrigel 2 ml de medio de mantenimiento
hora antes de sembrar Matrix® por pocillo 1 mTSER sin o empezar una

las células,, hora antes de sembrar Ti

I ——

- 2 ml medio mTSER +
Rocki inhibitor
(dilucidn 1:1000) por

pocillo.

- Sembrar 100.000
células por pocillo.

las células

N

- 2 ml de medio mTSER.

+ tiazovivina (dilucion
2,6:13.000) por pocillo

- Sembrar 70.000;
100.000 y/o 150.000
células por pocillo.

nueva
diferenciacion.

Figura 1: Esquema de los diferentes procedimientos realizados desde que se descongelan las IPSCs hasta que estdn preparadas
para empezar un nuevo proceso de diferenciacion.
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3.2. Generacion de los biomodelos

3.2.1. Generacion y caracterizacion del modelo de cardiomiocitos

3.2.1.1 Diferenciacion de las células madre pluripotentes inducidas humanas a cardiomiocitos

La diferenciacién consta de dos fases, la primera tiene una duracidn de 20 dias, empezando en el dia -2 de Ia
diferenciacién y terminando el dia 15. En esta primera fase las IPSCs pasaran a diferenciarse a cardiomiocitos
fetales, a partir del dia 15 ya se podrd empezar a detectar latido y las células podran levantarse para realizar
experimentos, el latido suele detectarse entre el dia 15 y el dia 20. La segunda fase empieza a partir del dia 15
hasta el dia 25, en esta segunda fase los cardiomiocitos fetales pasaran a ser cardiomiocitos maduros. En
nuestro caso se levantaran las células para realizar los experimentos una vez lleguen al estadio de
cardiomiocitos maduros, por lo que el proceso de diferenciacién tiene una duracién de 4 semanas.

Dia -2: El primer paso consistid en levantar las IPSCs de la placa de 6 pocillos para pasarlas a una placa de 12
pocillos. El proceso para sembrar las IPSCs en la placa de 12 pocillos es el mismo que para realizar un pase de
mantenimiento, apartado 3.1.2, las Unicas diferencias son el tamano de la placa, por lo que hay que ajustar
los volumenes de los reactivos, la confluencia celular y en lugar de suplementar el medio mTSER con
tiazovivina hay que suplementarlo con ROCK inhibitor, dilucién 1:1.000 (Tabla 3).

Tabla 3: Diferencias entre el procedimiento del pase celular para mantenimiento de las IPSCs y el pase celular y siembra para
iniciar una diferenciacion a cardiomiocitos.

Volumen Matrigel

Volumen medio por

Confluencia celular

Suplemento

Matrix® por pocillo pocillo
Pase mantenimiento 1ml 2 ml 100.000 células por Tiazovivina: 2,6-13.000
(placa de 6 pocillos) pocillo
Pase para diferenciacion 500 ul 1ml 500.000 células por Rock inhibitor: 1-1000
(placa de 12 pocillos) pocillo

Para realizar la siembra, una hora antes se agregaron 500 pl de Matrigel Matrix® por pocillo en los nuevos
pocillos de la placa de 12 donde se van a sembrar las células. Después, se anadid 1 ml de medio mTSER
suplementado con Rock inhibitor por pocillo. Para la diferenciacidn es necesario que las células recubran todo
el pocillo para favorecer la formacién en monocapa y el correcto desarrollo de la diferenciacién. Se requiere
que la confluencia celular a las 48 horas sea del 95%, para ello, se levantaron las células de la placa de 6 pocillos
y se sembraron 400.000 células por pocillo en la nueva placa de 12 pocillos

Dia -1: Se realizd un cambio de medio.

- Se retiré el medio mTSER con Rock inhibitor

- Se agregaron 2 ml de medio mTSER sin Rock inhibitor por pocillo.

Una vez llegados al dia 0, se comprobd que las células habian alcanzado el 95% de confluencia y se afiadieron

los factores de diferenciaciéon que se fueron cambiando cada 2 dias, segun el procedimiento descrito a
continuacion.
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Para llevar a cabo la diferenciacion se utilizé el kit de diferenciacion de STEMCELL llamado “STEMdiff™
Ventricular Cardiomyocyte Differentiation Kit (ref: 05010; Stemcell Technologies; Vancouver, BC; Canada), el
cual incluye el medio basal de diferenciacion de cardiomiocitos, el medio basal de mantenimiento de
cardiomiocitos y los suplementos correspondientes. Los medios tienen que guardarse en la nevera y los
suplementos a -20 2C; todos los materiales tienen que descongelarse a temperatura ambiente antes de ser
utilizados. Para simplificar la explicacidon de los diferentes pasos de la diferenciacién, a partir de ahora nos
referiremos a los volumenes de reactivos necesarios para un uUnico pocillo, aunque en el laboratorio
trabajemos con 8 pocillos por diferenciacién, es decir, a partir un mismo grupo de IPSCs se siembran 8 pocillos,
de esta manera se obtendra un mayor nimero de cardiomiocitos a la hora de realizar los experimentos. El
volumen total de medio en cada pocillo fue de 2 ml.

Dia 0: Se utilizd el medio basal de diferenciacion (ref: 05011; Stemcell Technologies; Vancouver, BC; Canada),
el suplemento A (ref: 05012; Stemcell Technologies; Vancouver, BC; Canada) y Matrigel Matrix®.

- El suplemento A se afiadié en proporcién 1:10, es decir, 1 ul de suplemento y 9 ul de medio, en nuestro caso
utilizdbamos un volumen final de 2 ml, por lo que cogimos 1.800 pl de medio basal de diferenciacion y se
completé con 200 pl de suplemento A.

- Durante la diferenciacion el Matrigel Matrix® solo se afiadié al medio basal de diferenciacion el dia 0. Se
utilizé una dilucién 1:100, por lo que se afadieron 20 pl de Matrigel Matrix® al medio de diferenciacion

suplementado con el suplemento A.

- Se retird de cada pocillo el medio de cultivo y se afiadieron 2 ml de medio basal de diferenciacion
suplementado con suplemento A y Matrigel Matrix® a cada pocillo.

- Se dejd la placa con las células en el incubador en normoxia a una presidn parcial del 5% CO a 372C durante
2 dias.

Dia 2: se realizd el segundo cambio de medio. Se utilizé el medio basal de diferenciacidn suplementado con
suplemento B (ref: 05013; Stemcell Technologies; Vancouver, BC; Canada), la dilucién para el suplemento B
fue 1:10, por lo que se afadieron 200 ul de suplemento B a 1.800 ul de medio para un volumen final de 2 ml.
- Se retird el medio, y se afiadié el medio nuevo con suplemento B

- Las células se dejaron en el incubador durante 3 dias, hasta el dia 5 del protocolo de diferenciacion.

Dias 5 y 7: se utilizé el medio de diferenciacion suplementado con el suplemento C (ref: 05014/ Stemcell
Technologies; Vancouver, BC; Canada) en la misma proporcién que en los casos anteriores, dilucién 1:10.

- Seretird el medio de cultivo y se afiadié el medio basal de diferenciacién enriquecido con el suplemento C.

- Se incubaron las células en normoxia a una presién parcial del 5% CO, a 372C durante dos dias en el
incubador.

A partir del dia 7 del protocolo de diferenciacién: se utilizé el medio basal de mantenimiento, el cual fue
reemplazado cada 2-3 dias hasta llegar al dia 15 de cultivo celular.

Para preparar el medio basal de mantenimiento (ref: 05015; Stemcell Technologies; Vancouver, BC; Canada)
completo se cogid la botella de 490 ml de medio de mantenimiento y se suplementd con 10 ml de suplemento
de mantenimientoy 2,5 ml de antibiético (penicilina-estreptomicina), antes de mezclar es importante calentar
el material a temperatura ambiente, una vez tengamos el medio basal de mantenimiento completo lo
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guardaremos en la nevera hasta su uso.

Una vez llegado al dia 15 las células deberian haberse diferenciado a cardiomiocitos con caracteristicas
similares a cardiomiocitos fetales listos para levantar y hacer experimentos, podemos mantener los
cardiomiocitos fetales durante 1 mes o mas realizando un cambio de medio completo cada 2 dias, agregando
2 ml de medio basal de mantenimiento completo por pocillo. Estos dias de la diferenciacién son muy
importantes porque es cuando aparece el latido, los cardiomiocitos crecidos en monocapa son capaces de
producir latido por si mismos y es un indicativo de que la diferenciacidn se desarrolla correctamente, en
concreto, entre el dia 14 y el 19 es cuando se deberia empezar a ver latido (41, 42). Para continuar el desarrollo
hasta cardiomiocitos maduros hay que pasar a la segunda fase, la cual empieza el dia 16 de la diferenciacion.

Dia 16: se siguio utilizando el medio basal de mantenimiento completo, la diferencia es que esta vez hay que
suplementarlo con Torin1 (ref: 475991; EDM Milipore; Burlington, MA; Estados Unidos). Torinl es un inhibidor
de la via mTOR, el tratamiento con Torinl durante la diferenciacién tardia induce en los cardiomiocitos a que
se activen procesos de quiescencia celular y mejora los parametros de maduracidn, por ejemplo, se ha visto
que las células tratadas con Torinl presentan una fuerza de contraccién mdaxima relativa mayor del latido y
también aumenta la tasa maxima de consumo de oxigeno. Este efecto parece que es provocado
principalmente por la regulacion positiva de p53, el cual favorece la inactividad celular y regular el
transcriptoma cardiaco (43). Para realizar el tratamiento se aplicé un volumen final de 2 ml de medio basal de
mantenimiento suplementado con Torinl a una concentracién de 200 nM por pocillo.

- Se realizé un cambio de medio en el que se aplicé el medio de mantenimiento suplementado con Torinl cada
2-3 dias.

Los dias 16, 19 y 21: se realizé el cambio de medio basal de mantenimiento suplementado con Torinl, hasta
llegar al dia 23 de la diferenciacion.

Dia 23: terminado el tratamiento con Torinl, a partir de este dia, cuando se realizé6 un cambio de medio se
agregd medio basal de mantenimiento sin Torinl, en este dia ya se hubieran podido levantar las células, pero
es recomendable dejar madurar a los cardiomiocitos unos dias después del tratamiento con Torinl para que
acaben la maduracién correctamente.

Dia 26: se procedid a levantar las células y a sembrarlas en placas de 24 pocillos, tras la siembra hay que dejar
transcurrir 3-4 dias para realizar los experimentos, tiempo necesario para que los cardiomiocitos se adecuen
a la nueva placa. En este punto, también se procede a la caracterizacion celular mediante la deteccién de
troponina (ref: MA512960; Life Technologies — ThermoFisher scientific; Waltham, MA; Estados Unidos) por
citometria de flujo tal y como se describe en el apartado 4.3.3 (Figura 2).
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Dia -2: Dia -1: Dia 0: Dia 1: Dia 2: Dia 3: Dia 4:
Siembra de las IPSCs en placas | Afadir medio | Afadir medio de | - Afadir medio de diferenciacién | - -
de 12 pocillos. Medio mTSER + | mTSER sin Rokit Diferenciacion + + suplemento B (dilucion 1:10)
Rokit (dilucién 1:1.000) suplemento A
(dilucion  1:10) +
Matrigel Matrix®
(dilucién 1:100)
Dia 5: Dia 6: Dia 7: Dia 8: Dia 9: Dia 10: Dia 11:
Afiadir medio de diferenciaciéon | - Afiadir medio de | - Afiadir medio de | - -
+ suplemento C (dilucién 1:10) diferenciacion + Mantenimiento
suplemento C
Dia 12: Dia 13: Dia 14: Dia 15: Dia 16: Dia 17: Dia 18:
Afadir medio de | - Afadir medio de | A partir de este dia deberian ser | Afadir Medio de | - -
mantenimiento mantenimiento cardiomiocitos fetales listos para | mantenimiento + Torin (200 nM)
levantar y hacer experimentos, si
Entre el dia 14 y el | queremos mantenerlos hasta un
19 es cuando | mes cambiar medio cada dos dias y
deberiamos poner medio mantenimiento.
empezar a ver latido
Dia 19: Dia 20: Dia 21: Dia 22: Dia 23: Dia 24: Dia 25:
Afadir Medio de | - Afadir Medio de | - Afadir medio de mantenimiento | - -
mantenimiento + Torin (200 mantenimiento  + En este dia ya se podrian
nM) Torin (200 nM) levantar, ha finalizado el
tratamiento con Torin, pero es
mejor dejarlos madurar unos
dias.
Dia 26: Dia 27: Dia 28: Dia 29: Dia 30: Dia 31: Dia 32:
Afadir medio de | - Afadir medio de | - Afiadir medio de mantenimiento | - -
mantenimiento mantenimiento Aunque a partir de los dias 23-26
Después del tratamiento con ya son cardiomiocitos maduros,
Torin deberian ser es mejor dejarlos madurar un
cardiomiocitos maduros. Aqui tiempo en la placa antes de
es cuando se deben levantar hacer los experimentos. Por lo
las células. Una vez levantados que parece que lo mas
y sembrados los cardiomiocitos recomendable es levantarlos a
hay que esperar minimo 3-4 partir del dia 30 y asi dejarlos
dias para hacer los reposar unos dias después del
experimentos. tratamiento con Torin para que
Para la caracterizaciéon con maduren.
troponina, se puede realizar el
mismo dia que se levantan las
células.
Dia 33: Dia 34: Dia 35: Dia 36: Dia 37: Dia 38: Dia 39:
Afadir medio de | - Afiadir medio de | - Afiadir medio de mantenimiento | - -

mantenimiento

mantenimiento

Figura 2: Esquema con los procedimientos realizados durante el proceso de diferenciacion de las células IPSCs hasta
cardiomiocitos maduros. En él se indican los diferentes medio y factores de crecimiento utilizados en los diferentes dias,

también se indica el estado de diferenciacion de las células durante el desarrollo.
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3.2.1.2 Levantado y sembrado cardiomiocitos

Para realizar los siguientes experimentos de citotoxicidad y caracterizacion de respuestas agudas en el modelo
celular tras el tratamiento con las histonas extracelulares, los cardiomiocitos se levantaron de la placa de 12
pocillos donde se cultivan y se sembraron en las placas donde se van a realizar los experimentos, el tipo de
placa cambia dependiendo del tipo de experimento en cuestidn, por ejemplo, para realizar una MTT, se
sembraran en una placa de 96 pocillos; para analizar el tipo de muerte celular mediante anexina-yoduro se
sembraran en placas de 24 pocillos. Como en los procedimientos anteriores, los nuevos pocillos donde se
vayan a sembrar los cardiomiocitos tienen que haber sido tratados previamente durante 1 hora con Matrigel
Matrix®.

Cuando se trabajo con cardiomiocitos se utilizd el Cardiomyocyte support médium (ref: 05027; Stemcell
Technologies; Vancouver; Canadd) como medio de cultivo y el Cardiomyocyte dissociation médium (ref:
05026; Stemcell Technologies; Vancouver; Canadd) para provocar que las células dejen de unirse a la superficie
de pocillo.

El protocolo realizado fue el siguiente:

- Se retird el medio de cultivo donde estaban los cardiomiocitos

- Se realizd un lavado con 1 ml de D-PBS (ref: 37350; Stemcell Technologies; Vancouver; Canadad).

- Se agregaron 500 pl de Cardiomyocyte dissociation médium por pocillo y se incubaron las células en normoxia
a una presion parcial del 5% CO, a 372C durante 8-12 minutos.

El Cardiomyocyte dissociation médium tiene un efecto menos agresivo que otros compuestos con funciones
similares como la tripsina o la acutasa, de manera que es menos dafiino para las células, pero a su vez no las
separa del pocillo de manera tan efectiva, por esto para recoger las células después de la incubacién con
Cardiomyocyte dissociation médium el procedimiento es un poco mds complejo.

- Se agregd 1 ml de medio DMEM-F12 para recoger las células

- Se recogi6 el medio y las células levantadas utilizando la pipeta automatica con un filtro de 5 ml, esto es
porque la pipeta de 5 ml tiene una boca mds ancha y dafia menos a las células.

- Se agregd otro ml de DMEM-F12, pero esta vez con la pipeta de 1.000 pl.
- Se lavad varias veces el pocillo utilizando la pipeta para recoger la mayor cantidad de células.

- Se afiadié otro ml de DMEM-F12 y se utilizd el scrapper para rascar el fondo del pocillo con la finalidad de
acabar de levantar las células que aun seguian adheridas.

- Se recogieron las células con la pipeta de 1.000 pl.

- Una vez transferidos los 3 ml con células a un tubo de 15 ml, se centrifugaron a 250 xg durante 5 minutos
para obtener un pellet de células.

- Se resuspendié el pellet de células contenido en el tubo de 15 ml en 1 ml de Cardiomyocyte support médium

y se afiadié 1 ml de Cardiomyocyte support médium sin células en los nuevos pocillos donde se sembraran las
células.
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- Se contd el numero de células con la cdmara Neubauer siguiendo el método explicado en el apartado 3.1.2
sobre como realizar el pase celular y se sembraron las células.

A la hora de sembrar las células para un experimento es muy importante tener en cuenta la confluencia a la
que se quiere tener el pocillo, por ejemplo, si se quiere analizar el tipo de muerte celular que se desencadena
a raiz del tratamiento con histonas se necesita tener una confluencia superior al 80%, por lo que si se van a
sembrar en una placa de 24 pocillos se siembra una cantidad de 200.000 células. Otro factor a tener en cuenta
es que el tratamiento con Torinl al que son sometidos los cardiomiocitos durante la diferenciacién provoca
gue entren en quiescencia celular, es decir, no van a dividirse, por lo que el nimero de células presente en el
pocillo no va a aumentar.

- Alas 24 horas se cambid el Cardiomyocyte support médium en el que estan los cardiomiocitos por medio
basal de mantenimiento completo.

Si se quiere mantener a los cardiomiocitos en las nuevas placas habra que realizar cambios de medio cada 2-
3 dias utilizando medio basal de mantenimiento completo.

3.2.1.3 Caracterizacion mediante técnicas de Inmunofluorescencia (IFl)

Una manera de confirmar si la diferenciacion hacia cardiomiocitos se ha desarrollado correctamente es
mediante la deteccion de tres proteinas caracteristicas de las células del musculo cardiaco por
inmunofluorescencia, si se detecta que las células expresan estas proteinas quiere decir que la diferenciacion
ha sido un éxito y las células se han diferenciado correctamente a cardiomiocitos.

Para ello se utilizaron 3 anticuerpos primarios diferentes, cada uno con un target distinto, siendo los 3
anticuerpos generados en ratén, por lo que se aplicéd un anticuerpo primario por pocillo y a un pocillo no se le
aplicé ningln anticuerpo primario a modo de control negativo. Las proteinas que se querian detectar eran la
Troponina T, proteina citoplasmatica caracteristica del musculo cardiaco, la cual se une a los filamentos de
tropomiosina (44), la proteina Gata4, factor de transcripcidén caracteristico con localizacién nuclear (45) y la
actinina- a, proteina citoplasmatica que forma parte de los sarcémeros en el musculo cardiaco (42, 46). En
cuanto al anticuerpo secundario se utilizo el Alexa fluor anti-mouse el cual emite en 488, verde (Tabla 4).

Tabla 4: Anticuerpos utilizados en la caracterizacion de los cardiomiocitos mediante microscopia de fluorescencia por

microscopia confocal.

Troponina-T Primario Generado en raton Ref: MA5-12960 Life Technologies —

ThermoFisher scientific

Waltham, MA;
Estados Unidos

GATA-4 Primario Generado en raton Ref: MA5-15532 Invitrogen — San Diego, CA;
ThermoFisher scientific Estados Unidos
Actinina-a Primario Generado en ratdn Ref: A-7811 Merck-Sigma Burlington, MA,
USA
Alexa flour 488 Secundario Generado en cabra Ref: A-11029 ThermoFisher Eugene, Oregén;

(anti-mouse)

Scientific

Estados Unidos
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El protocolo realizado para preparar las células para la deteccién mediante inmunofluorescencia consta de
dos dias:

Primer dia: Previamente se habian sembrado 150.000 células por condicién en una placa de 16 pocillos y se
dejaron incubando en normoxia a una presién parcial del 5% CO; a 372C durante 3 dias para dejar que los
cardiomiocitos se acomodaran a la nueva placa.

- Se retird el medio y se realizé un lavado con PBS.
- Se aplicé paraformaldehido (PFA) (ref: A11313; ThermoFisher Scientific; Paisley; Reino Unido) al 4% durante
minimo 10 minutos para fijar las células y que mantengan las caracteristicas mds parecidas posibles a cuando

estaban vivas.

- Se permeabilizaron las células con PBS complementado con triton X-100 (ref: A16046; ThermoFisher
Scientific; Paisley; Reino Unido) al 0,5% durante 10 minutos.

El tritdn es un detergente que va a crear agujeros en la membrana celular, permitiendo que posteriormente
entren los anticuerpos al interior de las células, donde se encuentran las proteinas de interés.

- Se retiro el PBS-triton a 0,5%.

- Se realizaron 3 lavados con PBS-tritén al 0,05%, en cada lavado se dejo la placa en agitacién durante 5
minutos.

- Se retird el PBS-tritdn 0,05%.

- Se aplicé la solucién de bloqueo sobre las muestras y se dejé incubando a temperatura ambiente durante al
menos 1 hora.

La solucién de bloqueo que se utilizd estd formada por PBS complementado por FBS al 10% y tritédn X-100 al
0,1%, esta solucidn se utilizd tanto para el bloqueo como para la incubaciéon con anticuerpos. La fase de
bloqueo es importante porque va a evitar que el anticuerpo se quedé fijado a la muestra mediante uniones
inespecificas, es decir, va a impedir que el anticuerpo se una a otros componentes de la muestra que no sean
la biomolécula diana especifica para la que se utiliza.

- Se retird la solucidn de bloqueo.

- Se afiadieron 100 pul de solucién de bloqueo por muestra junto al anticuerpo primario correspondiente, y se
dejé incubar toda la noche a temperatura ambiente.

Cada anticuerpo primario se utiliza a una dilucidn especifica, la troponina T se utiliza a una dilucién 1:100, el
GATA-4 a dilucién 1:50 y la actinina- a a dilucién 1:500. Para preparar las muestras, como en cada pocillo

tendremos una solucién final de 100 pl de solucidn de bloqueo, se afiadieron en los pocillos correspondientes
1 ul de troponina, 2 pl de Gatad y 0,2 ul de actinina- a.

Segundo dia:

- Se retird la solucidn de bloqueo con el anticuerpo primario.

- Se realizaron tres lavados de 3 minutos con PBS.
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- Se aplicaron 100 pl de solucién de bloqueo por condicién y el anticuerpo secundario anti-mouse a una
dilucion de 1:500, 0,2 pl por pocillo. A partir de este punto, es importante trabajar en condiciones de oscuridad
para evitar que el anticuerpo secundario pierda fluorescencia.

- Se dejaron las muestras incubando durante 1 hora a temperatura ambiente.
- Se retird la solucidn de bloqueo con el anticuerpo secundario.
- Se realizaron 3 lavados con PBS durante 3 minutos.

- Se aplicaron 5 pl de solucion de montaje con DAPI Flouromount-G® (ref: 0100-20; Suothern Biotech;
Birmingham; Reino Unido). El medio de montaje, al contener DAPI, permite realizar un marcaje nuclear de las
células de la muestra.

- Finalmente, se sellaron las muestras utilizando esmalte de ufias para mejorar su conservacion. Las muestras
se guardaron en nevera y oscuridad hasta su uso, en un tiempo maximo de 2 semanas.

La caracterizacion se realizd mediante microscopia confocal, para ello se utilizé el microscopio confocal
Espectra Leica TCS sp8, para tomar las imagenes se utilizé el aumento 40X, para el cual fue necesario aplicar
el aceite de inmersidn. En cuanto al analisis de las imagenes, el sofware de adquisicion y analisis utilizado fue
el LAS X Life Science. Las imagenes se tomaron en un mismo plano Z, tomandose imagenes de varios campos
representativos de la muestra.

3.2.1.4 Caracterizacion mediante deteccion de troponina por citometria

Uno de los medios para confirmar si las IPSCs se han diferenciado correctamente es mediante la deteccion de
niveles de troponina, TnT. La troponina es una proteina globular implicada en el proceso de contraccién
muscular presente en el sarcoplasma de las fibras de los musculos estriados, que son el musculo cardiaco y el
esquelético. Esta proteina presenta varias isoformas caracteristicas de un tipo de musculo estriado concreto,
en nuestro caso se quiere detectar la troponina T cardiaca, cTnT. La troponina T cardiaca es una proteina
caracteristica del tejido cardiaco cuya cuantificacidon se realiza para determinar el grado de desarrollo de los
cardiomiocitos (42, 44).

Para este experimento se necesita un control negativo, sin anticuerpo primario anti-troponina (ref: MA5-
12960; Generado en ratoén; Life Technologies — ThermoFisher scientific; Waltham, MA; Estados Unidos), y la
muestra problema. Para que el citdmetro pueda calcular la cantidad de expresidén de troponina se utilizaron
como referencia los valores obtenidos en el control negativo, tomando ese valor como 0, de esta manera al
comparar los niveles de fluorescencia detectada en la muestra problema con el control negativo pudimos
obtener el porcentaje de expresidn relativa de troponina. Otro factor a tener en cuenta es el nimero de
eventos, para cada condicion se necesitaron 200.000 células para poder medir el suficiente nimero de eventos
en el citdmetro, 10.000 eventos por condicion.

Los pasos realizados fueron:

- Se levantaron las células de la placa de 12 pocillos siguiendo el protocolo explicado en el apartado 3.2.1.2
hasta tenerlas concentradas en un pellet.

- Se resuspendieron las 200.000 células en 100 pl de PBS y se pasaron a un eppendorf de 1,5 ml.

Para realizar la fijacion y permeabilizaciéon de las muestras en los pasos posteriores se utilizd el kit
“eBioscience™ Intracellular Fixation and Permeabilization Buffer Set” (ref 88-8824-00; Invitrogen
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ThermoFisher Scientific; Carlsbad, CA; Estados Unidos).

- Se agregaron 100 pl del buffer de fijacion (ref: 00-8222-49; Invitrogen ThermoFisher Scientific; Carlsbad, CA;
Estados Unidos) y se dejaron incubando durante 20 minutos a temperatura ambiente para que las células se
fijen correctamente.

- Se realizd un lavado con 500 pl de PBS.
- Se centrifugd a 350 xg durante 8 minutos.
El siguiente paso consistid en la permeabilizacion y adicion del anticuerpo primario.

- Se retird el PBS y se resuspendié el pellet de células en 100 pl de buffer de permeabilizacion (ref: 00-8333-
56; Invitrogen ThermoFisher Scientific; Carlsbad, CA; Estados Unidos).

- Se agrego el anticuerpo primario mouse anti-troponina en una dilucidn 1:100, es decir, 1 ul de anticuerpo
anti-cTnT en 100 pl de buffer de permeabilizacidn. Se dejo incubando la muestra a temperatura ambiente
durante 30 minutos.

- Se realizd un lavado para retirar el exceso de anticuerpo primario con 500 ul de PBS.
- Se centrifugd a 350 xg durante 8 minutos.

En el siguiente paso se va a aplicar el anticuerpo secundario, a partir de ahora hay que tener en consideracion
dos cosas, la primera es que como el anticuerpo primario esta generado en ratén, hay que utilizar un
anticuerpo secundario que sea anti-mouse, en nuestro caso se utiliza el Alexa fluor anti-mouse 488 (ref: A-
11029; Generado en cabra; ThermoFisher Scientific; Eugene, Oregdn; Estados Unidos), que emite una longitud
de onda verde. Lo segundo a tener en cuenta es que el anticuerpo secundario emite fluorescencia, por lo que
es fotosensible, esto implica que a partir de ahora hay que trabajar en condiciones de oscuridad.

- Se afiadieron 100 pl del buffer de lavado o flow buffer (ref: 00-4222-26; Invitrogen ThermoFisher Scientific;
Carlsbad, CA; Estados Unidos) y el anticuerpo secundario en una dilucién 1:500, 0,2 ul de anticuerpo
secundario y 100 pl de buffer de lavado. Se incubd a temperatura ambiente durante minimo 30 minutos.

- Se realizd un ultimo lavado y centrifugacion para eliminar el exceso de anticuerpo secundario.
- Se resuspendio el pellet en 400 pl de flow buffer.

Una vez llegados a este punto, la muestra ya se encuentra lista para citometria, solo faltaba pasar los 400 pl
de muestra a un tubo dptimo para el citdémetro y acoplarlo para realizar la deteccidn de sefial de troponina.

Para la deteccion de expresidn de troponina mediante citometria de flujo se utilizd el citometro LSRFortesa
X20 (ref: 658226R1; LSRFortesa X20; Becton, Dickinson and Company, B.D.; San José; Estados Unidos), el
sofware de andlisis empleado fue DIVA 8. Para poder dar por positivo el experimento, el porcentaje de seial
de troponina detectado por el citdmetro tiene que ser igual o mayor al 80%, lo que quiere decir que mas del
80% de las células de la muestra expresan troponina, a partir de estos valores se puede decir que la
diferenciacidn ha sido un éxito y las células se han diferenciado correctamente y son cardiomiocitos.
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3.2.2. Generacion de organoides de rifion

Para la diferenciaciéon a organoide de rifién se utilizaron las mismas células que para la diferenciacion a
cardiomiocitos, las IPSCs. La diferencia se encuentra en los medios y factores de crecimiento que se utilizan,
asi como el tipo de placas y el recubrimiento. La diferenciacién tiene una duracion de 22 dias, empezando en
el dia -5 y acabando en el dia 16 (Figura 3).

2D Monolayer culture 3D Organotypic culture
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Figura 3: Esquema o cronograma con los diferentes procesos realizados durante el proceso de diferenciacion desde
células IPSCs hasta organoide de rifion. En €l se indican los medios y factores de crecimiento utilizados en los diferentes
dias de la diferenciacion, asi como los diferentes estados por los que pasan las células IPSCs hasta completar su
desarrollo (47).

En cuanto al recubrimiento se utilizd vitronectina (ref: A14700, ThermoFisher Scientific; Carlsbad, CA; Estados
Unidos), para hacerlo se mezcld vitronectina y PBS en dilucidn 10:1000, es decir, por cada 1 ml de PBS se
pusieron 10 pl de vitronectina. Después, se agregd la solucién a los pocillos donde se iba a empezar la
diferenciacidn y se incubaron 1 hora a temperatura ambiente, una vez pasada la hora se retird el PBS con
vitronectina y se sembraron las IPSCs.

El tipo de placa en el que se realizd la primera parte de la diferenciacidon es una placa de 24 pocillos, para el
recubrimiento se afiadieron 500 pl de PBS mas vitronectina por pocillo, y en cuanto al medio se afiadieron 500
ul de medio mTSER suplementado con tiazovivina en la misma proporcidon que para la diferenciacidon de
cardiomiocitos, 2,6 ul de tiazovivina en 13.000 pl de medio mTSER.

Dia -5: siguiendo el protocolo explicado en el apartado 3.1.2, sobre realizar un pase celular, se levantaron las
células IPSCs de la placa de 6 pocillos y se sembraron en la placa de 24 pocillos, es necesario que las células
estén en un 80% de confluencia, para ello, se contaron las células y se sembraron 100.000 células por pocillo.
Tanto para resuspender el pellet de células obtenido de la placa de 6 pocillos como para cultivar las células en
la nueva placa de 24 pocillos se utilizé medio mTSER suplementado con tiazovivina, concretamente se
agregararon 500 ul de medio por pocillo.

Una vez pasadas 24 horas en el incubador, en normoxia a una presién parcial del 5% CO, a 372C, se empezé el
protocolo para el dia -4.

Dia -4: en este dia se retiré el medio mTSER y se agregd el medio especifico suplementado con factores de
diferenciacion.
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El medio que se utilizé es el medio RPMI, para preparar medio RPMI (ref: 12633-012, Life Technologies -
ThermoFisher scientific; Nueva York; Estados Unidos) completo se cogid la botella de medio RPMI con 500 ml
y se le agregaron 5 ml de glutamax (ref: 35050—038; Life Technologies - ThermoFisher Scientific; Paisley; Reino
Unido), y 5 ml de antibidtico, penicilina-estreptomicina.

Una vez preparado el medio, se le agrego el factor de diferenciacidn, en este caso se utilizé CHIR (ref: SML1046-
5MG; Merck — Sigma; Burlington, MA; Estados Unidos) a 8 uM en un volumen final de 500 pl, esto es porque
se necesita aplicar un volumen de 500 ul de medio RPMI completo mds CHIR por pocillo.

- Se retird el medio mTSER de los pocillos y se hizo un lavado con 500 pl de PBS por pocillo.

- Se agregaron 500 ul de medio RPMI suplementado con CHIR a 8 ulM por pocillo.

- Se dejod incubando las células durante 24 horas en normoxia a una presién parcial del 5% CO, a 37¢C.

Dias -3 y -2: se realizé el mismo procedimiento que en el dia -4, es decir, se llevd a cabo un cambio de medio
en el que se agregaron 500 pl de medio RPMI suplementado con CHIR a 8 uM cada 24 horas.

Dia -1: se aplicaron nuevos factores de diferenciacion. Para ello se utilizé el medio RPMI completo utilizado
hasta ahora, y se suplementé con 200 ng/ml de FGF9 (ref: 100-23B; Peprotech; Cranbury, NJ; Estados Unidos),
1 pug/ml de heparina (ref: H3149-10KU; Merck — Sigma; Burlington, MA; Estados Unidos) y 10 ng/ml de activina
A (ref: 338-AC; R&D Systems; Minneapolis, MN; Estados Unidos) en un volumen final de 500 pl, que es el
volumen necesario por pocillo.

- Se retird el medio RPMI suplementado con CHIR donde se encontraban las células.

- Se realiz6 un lavado con 500 pl de PBS por pocillo.

- Se agregaron 500 pl de medio RPMI completo suplementado con FGF9 a 200 ng/ml, heparina a 1 ug/mly
activina A a 10 ng/ml por pocillo.

- Se dejaron las células incubando en las condiciones indicadas anteriormente durante 24 horas.

Dia 0: las células habran pasado de tener una apariencia de grupos densos a tener una estructura en
monocapa, mas similar a como se distribuyen las células del mesodermo intermedio, IM. En esta segunda
parte de la diferenciacion las células se diferenciaran de células con caracteristicas similares al mesodermo
intermedio a células con funcionalidad y caracteristicas renales (47).

Con la finalidad de que las células pasaran de estar en una estructura en monocapa a concentrarse en el fondo
del pocillo, favoreciendo que formen un esferoide, en el dia 0 se pasaron las células de la placa de 24 pocillos
donde han estado durante toda la primera parte de la diferenciacién a una placa de 96 pocillos con fondo en
V (ref: 249935; ThermoFisher Scientific; Waltham, MA; Estados Unidos).

- Se retird el medio RPMI suplementado con FGF9 a 200 ng/ml, heparina a 1 ug/mly activina A a 10 ng/ml.

- Se realizaron 2 lavados con 1 ml de PBS.

- Se agregaron 500 pl de acutasa por pocillo y se incubd durante 1 minuto en normoxia a una presion parcial
del 5% CO a 37°C.

La acutasa se aplicé durante un periodo corto de tiempo para posteriormente poder retirar la acutasa sin

21



llevarse las células junto a ella, es decir, sin levantar la capa de células.

- Una vez retirada la acutasa se utilizd el medio RPMI para disociar la monocapa de células, recoger la
suspension célular y pasar las células levantadas a un tubo de 15 ml.

- Se centrifugaron a 250 xg durante 5 minutos para concentrar las células en un pellet.

- Se resuspendid el pellet de células en 1 ml de RPMI suplementado con CHIR a 3 uM, FGF9 a 200 ng/ml y
heparina a 1 ug/ml

Para contar las células se utilizé un protocolo diferente al explicado anteriormente, en este caso se separaron
100 ul de la suspensidn de células del tubo de 15 mly se pusieron en un eppendorf, se completd ese eppendorf
con medio RPMI sin células hasta llegar a los 1.000 pl. Después, se cogieron 10 pl del eppendorf, se pasaron a
otro eppendorf donde se mezclaron con 10 pl de tripano azul. En ese ultimo eppendorf se tenia células y
tripano azul, y se pusieron 10 pl en la cdmara Neubauer. Finalmente se contaron las células, una vez contadas
las células se calculd el numero de células por ml siguiendo la siguiente formula: nimero de células * 2 * 10 *
10.000.

- Se afiadieron 150 pl de RPMI suplementado con CHIR a 3 uM, FGF9 a 200 ng/ml y heparina a 1 pg/ml sin
células por pocillo a los nuevos pocillos de la placa de 96 donde se iban a sembrar las células.

- Se sembraron las células en la placa de 96 pocillos. En cuanto al nimero de células que se sembraron
dependia del tamafio del organoide deseado, en nuestro caso se sembraron pocillos con 100.000 células,
tamafio de esferoide normal, pocillo con 300.000 células, tamafio de esferoide grande.

A la hora de sembrar las células, al volumen de 150 ul por pocillo se le resté el volumen de células que se iba
a afadir, de manera que se mantuviera el volumen total de 150 ul por pocillos.

- Para ayudar a las células a formar el organoide aparte de sembrarlas en pocillos con fondo en V también se
centrifugd la placa de 96 pocillos a 300 xg durante 3 minutos, una vez sembradas las células.

- Acabado el protocolo del dia 0 se dejaron las células incubando durante 48 horas en normoxia a una presion
parcial del 5% CO, a 37°C.

Dia 2: se pasaron los organoides de rifidn a transwells (ref: 9310412; CellQART - Sterlitech Corporation;
Auburn, WA; Estados Unidos), cada transwell estaba colocado en un pocillo de una placa de 12 pocillos. Los
transwell tienen una superficie membranosa sobre la que se colocan los futuros organoides de rifidn,
simulando el efecto de la membrana basal sobre la que estaria el rifidn de manera natural; los organoides
obtendran los nutrientes del medio realizando una filtracién a través de dicha membrana, lo que ayudara a
gue se desarrollen caracteristicas funcionales de rifidn en esas células.

Para pasar los esferoides de rifidon de la placa de 96 pocillos con fondo en V a los transwells se utilizé una
pipeta de 1.000 pl y puntas con una apertura de mayor diametro de lo normal, para dafar al organoide lo

minimo posible.

- Se recogi6 el organoide con la pipeta y se depositd sobre el transwell intentado arrastrar la minima cantidad
de medio posible.

- Se afiadié el medio RPMI completo suplementado con 3 uM de CHIR, 200 ng/ml de FGF9 y 1 pg/ml de
heparina; se utilizé un volumen de 500 ul por pocillo.
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- Se dejaron incubar los organoides en normoxia a una presién parcial del 5% CO; a 372C durante 24 horas.
Dia 3: se reemplazaron los factores de crecimiento mediante un cambio de medio.

- Se retird el medio de los pocillos de la placa de 12 pocillos con los transwells donde estaban las células.

- Se agregaron 500 pl de RPMI suplementado con FGF9 a 200 ng/ml y heparina a 1 pl g/ml por pocillo.

- Se dejaron incubando los organoides en las condiciones anteriormente explicadas durante 48 horas, hasta el
dia 5.

Es importante comprobar que el medio se encuentra tanto en la base del pocillo como recubriendo el transwell
donde esta el esferoide.

Dia 5: se realizd el mismo procedimiento que en el dia 3, es decir, se agregé medio RPMI suplementado con
FGF9 y heparina y se incubaron durante 48 horas.

Dia 7: se retiraron los factores de crecimiento.
- Se retir6 el medio RPMI suplementado.
- Se agregd Unicamente medio RPMI completo, sin factores de crecimiento.

A partir del dia 7, se realizé un cambio de medio cada dos dias, repitiendo este procedimiento hasta el dia 16;
en este dia ya se hubo completado la diferenciacion hacia organoide de rifién.

3.2.2.1 Seguimiento del desarrollo del organoide de rifion mediante observacion por microscopio dptico

Una forma de realizar el seguimiento del crecimiento del organoide de rifidon una vez pasado a transwell, dia
2, hasta el final de su diferenciacion, dia 16, fue mediante la captacidn de imagenes con el microscopio dptico,
viendo cdmo se fueron desarrollando los componentes y vesiculas internas durante la fase final de la
diferenciacion.

Las imagenes se tomaron con el programa Leica Application Suite (LAS), utilizando la microscopia dptica de
campo claro con la lente de aumento de 5X, 10X y 20X, para ello se utilizd el microscopio LEICA DMI1 CAMERA

STAND. Las imagenes se tomaron una vez los organoides estaban en transwells coincidiendo con los dias de la
diferenciacién antes de realizar el cambio de medio.

3.3. Purificacion de las histonas extracelulares

3.3.1. Cultivo de células Hela

Las histonas utilizadas en los tratamientos se extraen de las células Hela, la idea es cultivar estas células para
posteriormente obtener un extracto de histonas provenientes de células humanas.

Lo primero que se hizo fue descongelar las células Hela, que estaban guardadas en un vial de congelacién en

el tanque de nitrégeno a -1762C, preservadas con una solucién formada por 10% de DMSO y 90% de suero
bovino fetal inactivado.

23



Para descongelar se realizo el siguiente procedimiento:

- Se extrajo el vial del tanque de nitrédgeno y se dejé 5 minutos en el incubador en normoxia a una presion
parcial del 5% CO2 a 372C para que se descongelara el criopreservante con las células.

- Se resuspendid el criopreservante con las células en 5 ml de medio DMEM, high glucose, GlutaMAX™
Supplement (ref: 61965-026; Life Technologies - ThermoFisher Scientific; Paisley; Reino Unido), a partir de este
punto nos referiremos a él como medio DMEM.

El medio DMEM es el que se utilizé para el cultivo de las células Hela, para preparar medio DMEM completo
se cogid una botella de medio DMEM, 500 ml, y se agregaron 50 ml de suero bovino fetal inactivado, 5 ml de
antibiotico, penicilina-estreptomicina y 5 ml de L-glutamina (ref: 25030081; Life Technologies - ThermoFisher
Scientific, Nueva York; Estados Unidos).

- Se paso la solucion con células a un tubo de 15 mly se centrifugd a 1.500 rpm durante 5 minutos para obtener
el pellet de células.

- Se retird el sobrenadante y se resuspendié el pellet en medio DMEM, dependiendo del tamafio del pellet se
pasaron las células a un frasco T-25, para un pellet pequefio, o a un frasco T-75, para un pellet grande.

Previamente se agregé medio DMEM al nuevo frasco, en el caso del T-25 se afadieron 5 ml, para un T-75 se
afiadieron 15 ml de medio. Es importante realizar un cambio de medio al dia siguiente, porque el
criopreservante es necesario para evitar que las células se dafien en el proceso de congelacidon, pero puede
ser toxico si se cultivan las células en él, para evitar la toxicidad se realizé al dia siguiente un cambio de medio
afladiendo medio DMEM en las cantidades indicadas segun el tipo de frasco.

Normalmente, cuando se empieza a poner en marcha un cultivo celular, se utilizan los frascos T-25 y los T-75,
debido a que la cantidad de células no sera muy alta y no es bueno pasarlas a frascos grandes directamente,
el objetivo final es cultivar las células en frascos de 150 mm, paellas, debido a que son frascos con mayor
superficie, por lo que pueden contener una mayor cantidad de células por frasco, lo que a la hora de extraer
histonas nos proporcionara una mayor cantidad. Asi como en el T-25 se afiadian previamente 5 ml de medio
DMEM y en el T-75 15 ml, para los de 150 mm se aplicaran 25 ml de medio DMEM.

Para realizar un pase de células Hela se realizaron los siguientes pasos:

- Se calentaron el medio DMEM vy los reactivos necesarios, concretamente tripsina, Trypsin-EDTA (ref:
25200056; Life Technologies - ThermoFisher Scientific; Paisley; Reino Unido), para levantar las células y PBS
para los lavados. Se calentd el material durante 15-20 minutos en el bafo atemperado para que alcanzaran la
temperatura de 37 2C.

- Se retird el medio del frasco donde estaban las células.

- Se realizaron 3 lavados con PBS, la cantidad de PBS que se utilizé fue entre 3y 5 ml.

- Se afiadio6 tripsina para levantar las células, las cantidades de tripsina utilizadas varian dependiendo del tipo
de frasco, para un T-25 se usd 1 ml de tripsina, para un T-75 1,5 ml y para un frasco de 150 mm, 2 ml. Se
incubaron las células con tripsina durante 5-6 minutos en el incubador en en normoxia a una presion parcial

del 5% CO2 a 37°C.

- Se utilizaron 10 ml de medio DMEM para recoger las células del frasco y se pasaron a un tubo de 15 ml.
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- Se centrifugd el tubo con células a 1.500 rpm durante 5 minutos.
- Se retird el sobrenadante del tubo y se resuspendid el pellet de células en la cantidad de medio deseada.

- Finalmente se pasé el medio con células a los nuevos frascos en los que previamente se habia puesto la
cantidad de medio indicada anteriormente. De esta manera se pudo expandir y mantener el cultivo de células
Hela.

Para la extraccion de histonas, antes de pasar las células a un nuevo frasco de cultivo, en vez de retirar el
sobrenadante y resuspender el pellet del tubo de 15 ml, Unicamente se retird el sobrenadante y se guardé el
tubo con el pellet de células a -20 2C hasta que se vaya a realizar el protocolo de extraccion de histonas.

Una vez que no fue necesario utilizar las células Hela, se congelaron de nuevo. Para congelar las células se
siguio el protocolo de pase celular hasta tener las células concentradas en un pellet dentro de un tubo de 15
ml. A continuacidn, se retird el sobrenadante, se resuspendié el pellet en 1 ml de medio de criopreservacién,
10% DMSO y 90% suero bovino fetal inactivado, y se pasaron las células con el criopreservante a un criovial.
Posteriormente, se guardaron las células a -80 2C durante 24 horas y finalmente se guardd el criovial con las
células en el tanque de nitrégeno hasta que sean necesarias nuevamente.

3.3.2. Extraccion dcida de histonas

El protocolo para extraer histonas consta de dos dias, la extraccién acida durante el primer dia permite lisar
las células y purificar los nucleos sin que estos se rompan, para luego en el segundo dia precipitar las histonas
(48).

Las histonas se extrajeron a partir de los pellets de células guardados a -209C en tubos de 15 ml obtenidos a
partir de las células Hela cultivadas. Se realizd la extracciéon cuando se obtienen 10 o 20 tubos listos para
extraer histonas.

Primer dia:

- Se atemperaron los tubos congelados a temperatura ambiente, hasta que estuvieron descongelados.

- Se realizdé un lavado con 500 pl de PBS frio, a 4°C.

- Se paso el pellet de células resuspendido en PBS de un tubo de 15 ml a un eppendorf, es decir, si se parte de
10 tubos se pasard a tener 10 eppendorfs.

- Se centrifugaron los eppendorf a 2.000 rpm durante 5 minutos en frio, para la extraccién de histonas todas
las veces que se centrifugd fue con la centrifuga a 4°C.

- Se lisaron las células utilizando el buffer hipotdnico de lisis, a la mezcla se le afadié ortovonadato e inhibidor
de proteasas.

El buffer hipotdnico de lisis provoca que las células se rompan por osmosis, la funcién del ortovonadato (ref:
081104.36; ThermoFisher Scientific; Waltham, MA; Estados Unidos) y el inhibidor de proteasas “Complete
ULTRA Tablets, Mini, Easypack” (ref: 05892970001; Merck — Sigma; Burlington, MA; Estados Unidos) consiste
en evitar que las proteinas se degraden una vez sean liberadas de la célula al romperse. Por cada eppendorf
con células se utilizd 1 ml de buffer de lisis mas ortovonadato e inhibidor de proteasas.
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Para simplificar la explicacién, a partir de ahora desarrollaremos el protocolo para 10 eppendorfs, es decir,
para preparar y utilizar 10 ml de buffer hipotdnico de lisis. Para preparar dicha mezcla, primero se pasaron 10
ml de buffer hipotdnico de lisis a un tubo de 15 ml, a continuacidn, se afiadié una pastilla de inhibidor de
proteasas, obteniendo una concentracién de 2 pl de inhibidor de proteasas por 1 ml de buffer de lisis. También
se agregaron 100 ul de ortovonadato al buffer de lisis, obteniendo una concentracién de 10 pl por 1 ml de
buffer de lisis. Se utilizé el vortex para que todo se mezclara correctamente.

- Una vez se prepard el buffer, se cogieron los eppendorf con células que se habian centrifugado
anteriormente, se retird el sobrenadante y se resuspendid en 1 ml de buffer de lisis.

- Se llevaron los eppendorf a la camara fria y se utilizé el agitador orbital para dejarlos en rotacién durante 30
minutos.

- Se centrifugaron los eppendorfs a 10.000 rpm durante 4 minutos a 42C y se retird el sobrenadante.

- Se resuspendieron los pellets en 320 pl de acido sulfirico (H.S04) a 0,5 N.

- Finalmente se llevaron los eppendorf a la cdmara fria dejdndolos en rotacion durante toda la noche.
Segundo dia:

- Se procedid a centrifugar los eppendorfs con las muestras a 13.000 rpm durante 10 minutos a 42°C.

- Se recogié el sobrenadante y se transfirié a un nuevo eppendorf.

Este es el Unico paso en el que se recogid el sobrenadante y se descarté el pellet, debido a que después del
procedimiento de lisis hipotdnica y posterior mantenimiento en acido sulfirico, las histonas se encuentran en
suspension en la solucién.

- Se agregaron Se agregaron 132 pul de TCA (ref: T0O699; Merk -Sigma; Burlington, MA; Estados Unidos) y se
dejo incubando la muestra durante 30 minutos en hielo, es recomendable invertir los eppendorfs cada 10

minutos durante la incubacion.

EI TCA, Tricholoracetic acid solution, al 100 %, el TCA se une a las histonas disueltas y hace que precipiten (34),
a partir de este paso las histonas vuelven a estar en el pellet.

- Se centrifugd la muestra a 13.000 rpm durante 10 minutos a 42C y se descartd el sobrenadante.

- Se realizaron 2 lavados con acetona con el objetivo de eliminar el acido de la suspension y disolver lo maximo
posible el precipitado de histonas (48), para los lavados se resuspendio el pellet en 500 ul de acetona y se
centrifugd a 13.000 rpm, 10 minutos, 49C.

- Finalmente, se retird el sobrenadante, se resuspendid el pellet de histonas en 100 pl de agua destilada y se

guardaron los eppendorf con las histonas purificadas a -202C hasta que se vaya a realizar la cuantificacion de
histonas.

3.3.3. Cuantificacion de las histonas por el método de Bradford

Para la cuantificacion de las histonas se realizé un ensayo Bradford para saber la concentracidn de histonas
con las que posteriormente se trataran las células.
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- Se cogieron todos los eppendorfs con histonas extraidas que se habian guardado a -202C y se juntaron y
mezclaron bien en un Unico tubo.

- Se pasé una pequefia parte del contenido de ese tubo a diferentes pocillos de una placa de 96 pocillos y se
mezcld con el reactivo Bradford (ref: 500-0006; BIO-RAD; Hercules, CA; Estados Unidos). Concretamente se
aplicaron 198 ul de reactivo Bradford y 2 ul de histonas por pocillo, y se realizaron 3 réplicas de cada uno de
los extractos purificados de histonas.

- También se usaron concentraciones de proteinas conocidas para hacer una recta patrdén, concretamente se
utilizaron muestras de seroalbumina bovina (BSA). En nuestro caso utilizamos muestras de BSA a
concentraciones de 0 pg/ul, 0,25 pg/ul, 0,5 pg/ul, 1 pg/ul y 2 pg/ul, se hicieron 3 réplicas de cada
concentracion.

- Se dejod incubar la mezcla de reaccién del reactivo durante 5 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.
Es muy importante evitar la exposicidon a la luz lo maximo posible, debido a que se van a analizar las
concentraciones de histonas mediante el espectrofotémetro.

Para la deteccién por espectofotometria se utilizé el espectofotémetro Spectra Max PLUS 384 (Spectra max
PLUS 384; Molecular Devices, San José, CA; Estados Unidos) y el software de andlisis utilizado fue el SoftMax
Pro6.2.2.

Finalmente, se obtuvieron los valores de absorbancia para las muestras con concentraciones de BSA conocidas
y el valor de absorbancia de nuestra muestra de histonas, de la que desconociamos su concentracion. Con los
valores de absorbancia y concentracién de las muestras de BSA se calculd la recta patrén, comparando los
valores de absorbancia obtenidos a partir de las muestras de histonas se calculé la concentracidn de las
mismas.

3.4. Tratamiento de los cardiomiocitos con histonas extracelulares

3.4.1 Estudio de la citotoxicidad mediante el ensayo MTT

Para ver si la viabilidad celular disminuia al aplicar el tratamiento con histonas sobre los cardiomiocitos
humanos se realizé un ensayo MTT (ref: M6494; Thermo Fisher Scientific, Nueva York; Estados Unidos). El
ensayo MTT se utiliza para medir la viabilidad celular mediante espectrofotometria. En concreto se basa en la
actividad metabdlica celular como indicador de la viabilidad, proliferacién y citotoxicidad celular, basandose
en la reduccion enzimatica de la sal soluble de tetrazolio, MTT, de color amarillo, a formazan insoluble, de
color azul, que se produce al exponerlo a células vivas; a mayor intensidad de absorbancia detectada en el
espectrofotdmetro mayor porcentaje de viabilidad.

Para este ensayo se preparé una placa de 96 pocillos con 30.000 cardiomiocitos por pocillo y se aplicaron
diferentes concentraciones de histonas de manera creciente para analizar cudles eran las concentraciones que
afectaban significativamente al porcentaje de viabilidad de los cardiomiocitos. Las concentraciones utilizadas
fueron 20 pg/ml, 50 pug/ml, 100 pg/ml, 150 pg/ml, 200 pg/mly 250 pug/mly una condicion control con O pg/ml
de histonas, en un volumen total de 150 pl por pocillo.

- El primer paso consistid en aplicar el tratamiento con histonas, para ello se retir6 el medio basal de
mantenimiento y se realizé un lavado con 50 ul de PBS por pocillo. A continuacidn, se afiadié el medio con las

histonas a la concentracién deseada y se dejaron actuar durante 1 hora y 30 minutos.

- Se retird el medio con histonas y se hicieron dos lavados con 50 pl de PBS por pocillo.
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- Se afiadieron 100 pl por pocillo de la solucién con MTT, la cual se preparé con MTT a una dilucién 1:11, es
decir, 1 ul de MTT junto a 10 ul de medio basal de mantenimiento.

- Se dejd incubando la placa de 96 durante 3 horas en normoxia a una presion parcial del 5% CO, a 372C. Es
importante trabajar en condiciones de oscuridad.

- Seretird la solucion MTT, se afadieron 100 pl de DMSO por pocillo para resuspender el formazan precipitado
y se mantuvo la placa en agitacidon durante 10 minutos.

Finalmente, las muestras estuvieron listas para ser cuantificadas mediante el espectrofotémetro, a una
longitud de onda de 590 nm. Para medir la absorbancia se utilizé el espectofotémetro Spectra Max PLUS 384
y el software de analisis utilizado fue el SoftMax Pro 6.2.2.

Una vez obtenidos los datos se tomd la media de los valores de viabilidad de la condicidn control como 100%
de viabilidad y se calculé el porcentaje de viabilidad relativa de todas las muestras de las diferentes
condiciones por separado, comparandolo respecto a ese valor de referencia. A continuacidn, se compararon
los valores de las diferentes condiciones utilizando el test estadistico de no paramétrico de Mann-Whitney
utilizando el programa estadistico GraphPad Prism.

3.4.2 Estudio de la viabilidad y muerte celular por citometria de flujo

Para analizar el tipo de muerte celular se realizé un ensayo de deteccién de anexina-yoduro con el kit Annexin
V — FITC KIT Apoptosis Detection (ref: ANXVKF-100T; Cayma Chemical Company; Ellsworth Ann Arbor, Ml;
Estados Unidos) mediante citometria de flujo.

La proteina anexina V se utiliza para el estudio de células apoptéticas, esta proteina se une a la fosfatidilserina,
proteina que en condiciones normales se encuentra en la superficie interior de la membrana citoplasmatica
de células. La anexina V se une a fosfatidilserina expuesta indicando que la célula se encuentra en proceso de
apoptosis, emite fluorescencia verde (49).

Por otro lado, el yoduro de propidio es una tincién nuclear y cromosémica que es impermeable a la membrana
plasmatica, por lo que Unicamente puede entrar en las células cuya membrana estd rota diferenciando células
viables y no viables, emite fluorescencia roja (49).

Los resultados del experimento se interpretan de manera que las células negativas para anexina V, AV, y
yoduro de propidio, IP, son células viables; las positivas Unicamente para AV son células en apoptosis temprana
o primaria, las positivas Unicamente para IP se encuentran en necrosis y las positivas para AV e IP se
encuentran en apoptosis secundaria o tardia (49) (Tabla 5).

Tabla 5: Tabla resumen de indicadores de citometria de flujo utilizados para identificar células viables, apoptosis
primaria, necrosis y apoptosis secundaria.

Estado celular Anexina V Yoduro de propidio
Células viables Negativo Negativo
Apoptosis primaria Positivo Negativo
Necrosis Negativo Positivo
Apoptosis secundaria Positivo Positivo
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La primera parte del procedimiento fue el tratamiento con histonas:

- Se retird el medio donde tenemos los cardiomiocitos maduros, se realizé un lavado con 500 ul de PBS y se
afiadieron 500 ul de medio basal de mantenimiento.

- Se afladieron las histonas a la concentracién deseada, en nuestro caso se utilizaron tres condiciones, una
condicion control en la que no se agregaron histonas, una condicion con 100 pg/ml de histonas y una tercera
condicion a 150 ul/ml de histonas. Una vez afiadidas las histonas extracelulares a los cardiomiocitos, se dejaron
actuar durante 1 hora y 30 minutos.

La segunda parte consistio en el tratamiento con anexina-V y yoduro de propidio:

- Se procedié a preparar un eppendorf para cada réplica y el mix de binding buffer. Para hacer el mix de binding
buffer se diluyé el binding buffer en PBS, dilucién 1:10; por ejemplo, 1 ml de binding buffer y 9 ml de PBS.

- Se recogi6 el sobrenadante de los pocillos y se paso a los eppendorfs correspondientes; en el sobrenadante
es donde estaban los cardiomiocitos muertos que se han despegado de la superficie del pocillo.

- Se levantaron los cardiomiocitos que se mantenian adheridos a la placa siguiendo el protocolo explicado
anteriormente en el apartado 3.2.1.2, y se pasaron a los eppendorfs donde previamente se habia puesto el
sobrenadante, de esta manera se tuvo en un mismo eppendorf las células muertas y vivas de una misma
réplica.

- Se centrifugaron los eppendorfs a 400 xg durante 8 minutos obteniendo el pellet de células.
- Se resuspendio el pellet en 100 pl del mix de binding buffer.

- Se anadieron 5 pul de anexina V y 5 ul de yoduro de propidio por eppendorf, es muy importante trabajar en
oscuridad para que los reactivos no pierdan la fluorescencia.

- Se incubaron las muestras durante 15 minutos a temperatura ambiente.

- Finalmente, se agregaron 250 pl del mix de binding buffer por eppendorf y se pasaron las muestras por el
citdbmetro para contar los distintos eventos y obtener los resultados. El citometro utilizado fue el LSR Fortesa
X20y los resultados fueron evaluados con el software DIVA 8.

Una vez se realizados todos los ensayos de dnalisis de tipo de muerte celular por anexina-V yoduro de propidio
se calcularon los porcentajes de viabiliad, apoptosis primaria, apoptosis secundaria y necrosis. Para ello se
calculd la media de los valores de viabilidad de las diferentes muestras del grupo control y se tomo ese valor
de referencia como el 100%. Posteriormente, se comparardn todos los valores obtenidos por el citometro de
las diferntes muestras y condiciones por separado con el valor de referencia (media grupo control) para
calcular los porcentajes relativos de cada muestra. Finalmente, se unificaron todos los valores de las diferentes
muestras, para obtener los valores totales del experimento y utilizando el programa estadistico GraphPad
Prism se analizaron los datos mediante el test estadistico no paramétrico test de Mann-Whitney, comparando
todas las condiciones con respecto al control y entre ellas.

3.4.3 Extraccion y cuantificacion de ARN del cultivo de cardiomiocitos

La extraccion de ARN se realizé una vez los cardiomiocitos llegaron al estadio de cardiomiocitos maduros y se
les aplico el tratamiento con histonas. La finalidad es extraer ARN para ver la diferencia en la expresion de los
posibles genes implicados en el dafio celular, asi como de los posibles genes implicados en el proceso de
apoptosis, de esa manera se podrd saber que vias conducen a la muerte celular en los cardiomiocitos al ser
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expuestos al efecto citotdxico de las histonas libres.

El procedimiento consté de dos partes, en la primera parte se partié del cultivo de cardiomiocitos vivos
tratados con histonas para extraer los compuestos del interior de las células, en la segunda parte se aislo
Unicamente el material genético del conjunto de compuestos celulares.

Primera parte:

- Se retirdé el medio con el tratamiento de histonas, los cardiomiocitos se encontraban en placas de 24 pocillos.

- Se realizaron 2 lavados con 500 pl de PBS.

- Se trataron las células con Qiazol Lysis Reagent, el cual tiene como funcidn lisar las células y eliminar el ADN
gendmico mejorando la eficiencia de recuperacién de ARN, 500 ul por pocillo

- Se dejaron incubando las células con quiazol durante 10 minutos a temperatura ambiente.

- Se utilizé un scrapper para rascar el pocillo donde se encontraban las células, al final de este paso las células
se encontraban lisadas y los compuestos celulares estaban en suspensién o disueltos en el quiazol.

- Finalmente se recogieron los 500 pl de quiazol con los compuestos celulares y se guardaron a -202C hasta
empezar la segunda parte de la extraccion.

Segunda parte: Para la segunda parte de la extraccidon de ARN se utilizé el miRNeasy Mini Kit Qiagen (ref:
74104; Quiagen; Hilden; Alemania) para separar el ARN del resto de componentes celulares obtenidos de la
lisis de los cardiomiocitos, gracias a la accidn de la membrana de silice que forman las columnas del kit de
extraccion de ARN.

- Se agregd en el eppendorf con la muestra (células lisadas) el mismo volumen de etanol al 70% que de muestra
de lisado celular, se mezclé todo utilizando el vortex.

- Se transfirié el contenido del eppendorf en la columna de extraccion de ARN del kit, se centrifugd durante
15 segundo a 8.000 xg y se retird el liquido de la base de la columna.

Las columnas de extraccion funcionan de manera que la parte de la muestra deseada, el ARN, se queda
retenida en la membrana de silice mientras que el resto de componentes celulares caen al fondo de la base
de la columna, de esta manera se fueron anadiendo buffers para ir eliminando todos los restos celulares no

deseados y finalmente tener retenido en la columna Unicamente el ARN, para su posterior recoleccion.

- Se anadieron 500 pl del buffer RW1 y se centrifugd la columna durante 15 segundos a 8.000 xg. Se retiro el
contenido de la base de la columna

- Se repitid el proceso con el buffer RPE.

- Se realizé un segundo lavado con 500 pl de buffer RPE, pero se centrifugd durante 2 minutos a 8.000 xg. Una
vez llegados a este paso, en la columna estaba retenido Unicamente el ARN.

- Se cambid la base de la columna por eppendorfs donde guardar las muestras.

- Se aplicaron 50 ul de RNA-ase free water y se centrifugd 1 minuto a 8.000 xg para provocar que el ARN
retenido eluya y caiga a la base de la columna, donde se habian colocado nuestros eppendorfs.
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Al final de este proceso el ARN estaba extraido, aislado y guardado en eppendorfs, el siguiente y ultimo paso
fue la cuantificacion del material genético obtenido, para ello el nanodrop utilizado fue el Nanodrop 2000
(ThermoFisher- Scientific; New York, NY; Estados Unidos). Para que el nanodrop pueda cuantificar la cantidad
de ARN primero se realizé un blanco para calibrarlo.

- Se utilizé 1 pl de ARN-ase free water para el blanco.

- Para cuantificar el ARN, se agregd 1 pl de muestra en el sensor del nanodrop; el nanodrop indica la
concentracién de ARN en pg/ ul presente en la muestra.

- Finalmente se obtuvo la concentracién de ARN extraido de las diferentes muestras y se guardaron a -20 eC
hasta su posterior utilizacién.

3.4.4 Realizacion de RT-PCR y PCR cuantitativa para el andlisis de expresion diferencial de genes

Antes de la PCR cuantitativa se realizd una retrotranscripcion, RT-PCR, del ARN extraido a partir del cultivo de
cardiomiocitos para convertirlo en ADN, cADN. Para la reaccidn se utilizé una placa de 96 pocillos y el kit del
Mix de la RT-PCR Hig Capacity cDNA reverse transcription kit (ref: 2735981; Applied biosystems — Thermofisher
scientific; Vilna; Lituania).

Para preparar las muestras se utilizdé agua libre de ARN-asas (RNA-ase free water) y las muestras con ARN. Al
lisar las células y extraer el ARN lo normal es que no haya la misma cantidad de ARN en todas las muestras, en
unas puede haberse extraido mas y en otras menos, esto puede provocar que los resultados sean erréneos
debido a que las diferencias en las cantidades de ARN de interés detectadas en las diferentes muestras no
sean debidas a que las células hayan expresado mas o menos esos genes, sino porque hubiera mas material
genético de partida en una muestra que en otra.

Para evitar este error se igualaron todas las muestras a la misma concentracién de material genético, en
nuestro caso se igualaron a 120 ng, para ello se mezclé la cantidad de muestra y agua libre de ARN-asas
necesaria para que en cada tubo hubiera una cantidad de 10 ul de muestra con una cantidad de 120 ng.

Por otro lado, en cada pocillo se afiadieron también 10 pl del Mix de la RT-PCR. Para preparar el Mix se
mezclaron por muestra 2 pl de Pool RT primers, 0,8 ul de dNTPs, 1 ul de transcriptasa inversa, 2 pul de Reverse
transcription buffer y 4,2 ul de agua libre de ARN-asas.

Una vez igualadas las muestras a 120 ng y se preparé el Mix de la RT-PCR se realizé el siguiente procedimiento:

- Se afiadieron 10 ul de muestra y 10 pl del Mix por pocillo en la placa de 96 pocillos, obteniendo un volumen
total de 20 pl por pocillo. Se realizaron dos réplicas por muestra/condicién.

- Se recubrid la placa firmemente con parafilm, para evitar que los componentes se pierdan al evaporarse o
salirse del pocillo durante la centrifugacion, ademas de para evitar que se contamine la muestra.

- Se centrifugd la muestra para mezclar todos los reactivos.

- Finalmente se introdujo en el termociclador, en nuestro caso se utilizé el termociclador QuantiStudio 5
(ThermoFisher Scientific; Waltham, MA; Estados Unidos), para llevar a cabo los ciclos necesarios para la
reaccion. Los ciclos utilizados para la RT-PCR fueron 10 minutos a 252C, 120 minutos a 372C para que se

sintetice el cADN y 5 minutos a 952C para inactivar las enzimas.

- Se retird la placa con el material genético amplificado y se guardé a -202C, la RT-PCR no se realizd de manera
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especifica para un gen en concreto, es decir, se amplificaron y se convirtieron en cADN todos los genes
presentes en la muestra, no Unicamente los genes de interés.

Una vez acabada la RT-PCR en la placa de 96 el ARN estaba amplificado y en forma de cADN, el siguiente paso
fue realizar la PCR cuantitativa para poder determinar la expresién diferencial de genes en las células
sometidas a las diferentes condiciones del experimento (0 pug/ml, 100 pug/mly 150 pl/ml de histonas). El ensayo
se llevd a cabo en una placa de 384 pocillos y se realizaron 4 réplicas por muestra.

- Se aplicd un volumen total de 10 ul en cada pocillo, formado por 1 pul de muestra obtenida a partir de la RT-
PCRy 9 pl del Mix para la PCR.

Para preparar el Mix de la PCR se agregaron 5 pl de TagMan universal master Mix (ref: 4304437; Applied
Biosystems; Foster City, CA.; Estados Unidos), 3,5 pl nuclease free water y 0,5 ul de la sonda especifica para el
gen de interés por pocillo.

Para las sondas se utilizaron sondas especificas predisefiadas para cada gen de interés de la tecnologia TagMan
Gene expresssion assays (Life Technologies; Carlsbad, CA; Estados Unidos), una sonda para cada gen. Este tipo
de sondas esta formado por un fluoroforo unido a uno de sus extremos y un quencher unido en el otro
extremo. En su estado normal, el quencher no dejard que la fluorescencia emitida por el fluoroforo sea
detectada, una vez la sonda se una a la secuencia especifica de cADN se liberara el quencher gracias a la
actividad exonucleasa de la Taq polimerasa, al liberarse el quencher la fluorescencia emitida por el fluoroforo
podra ser detectada, indicando la presencia del gen en la muestra, a mayor fluorescencia detectada mayor
cantidad de cADN en la muestra, lo que querra decir que ha habido una mayor expresién de ese gen.

- Se agregd en cada pocillo una sonda para un gen en concreto, el tipo de sonda varia dependiendo del gen de
interés, también se analizé la cuantificacion de un gen constitutivo o de referencia, el GAPDH, con la finalidad
de normalizar los resultados.

- Para la cuantificacién se utilizd el termociclador ABI Prism 7900 HT Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems; Foster City, CA.; Estados Unidos), y los ciclos para la PCR fueron 10 min a 95°C para activar la
enzima vy 45 ciclos de 95°C durante 15 segundos y 1 minuto a 60°C.

Una vez acabada la PCR cuantitativa se analizaron los datos obtenidos a partir de la fluorescencia detectada,
la cuantificacion de cADN se hizo de manera relativa, comparando los valores obtenidos de los genes de interés
con un gen de referencia. El gen de referencia utilizado fue el GAPDH, esto es debido a que es un gen que se
expresa de manera constitutiva, es decir, se expresa igual y de manera constante en todas las muestras
analizadas independientemente de la condicidn con la que hayan sido tratadas. Comparando los niveles de
expresion de los genes de interés con los niveles de expresién de GAPDH se identificé la cantidad de expresion
relativa de estos genes.

Para realizar esta cuantificacion relativa se utilizé el método de 2227, en este método se toma en cuenta el
valor de CT (cycle threshold) detectado por la maquina. Durante la PCR cuantitativa se aplicaron a las muestras
una gran cantidad de ciclos de amplificacidén, en nuestro caso se aplicaron 45 ciclos. La sonda se unira de
manera especifica a la secuencia de ADN y esta unidon provocara que se libere el quencher y se emita
fluorescencia, la cual serd detectada por la maquina; a mayor cantidad de copias del gen mayor nimero de
sondas estardn unidas al mismo emitiendo fluorescencia. El valor de CT es el ciclo de amplificacién en el que
el nivel de fluorescencia de la sonda detectado por la mdquina es superior al ruido de fondo, es decir, la
secuencia de ADN se va amplificando conforme pasan los ciclos, el ciclo en el que haya suficientes copias del
gen para que la maquina detecte la fluorescencia sera el valor de CT. A mayor cantidad de ADN menor sera el
valor de CT, pues si hay mas copias del gen (se ha expresado mds) se llegard antes a la intensidad de
fluorescencia necesaria para que la maquina la diferencie del ruido de fondo.
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El método 22T permite cuantificar la cantidad de material genético de interés presente en la muestra
comparando los valores de CT de la muestra problema con los valores de CT del gen de referencia, siendo en
este caso el GAPDH. El programa estadistico utilizado fue GraphPad Prism, se analizaron los datos mediante
el test estadistico no paramétrico test de Mann-Whitney comparando todas las condiciones con respecto al
control y entre las diferentes condiciones.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

El objetivo principal de este TFM ha sido la generacidn de biomodelos obtenidos a partir de células IPSCs para
el estudio de la citotoxicidad mediada por las histonas extracelulares y su implicacién en la fisiopatologia de
la sepsis. Para ello se aislé un pool de histonas fisioldgicas a partir de cultivos de células Hela; en paralelo, se
cultivaron y diferenciaron IPCSs con la finalidad de obtener una monocapa de cardiomiocitos y un organoide
de rifion.

4.1 Extraccion y cuantificacion de histonas

A partir del cultivo de células Hela se obtuvieron los pellets de células de los que se extrajeron las histonas.
Mediante los resultados del ensayo Bradford pudimos cuantificar la concentracién de histonas extracelulares
en los extractos purificados.

Cuantificamos las histonas mediante espectrofotometria obteniendo el valor de absorbancia para las
concentraciones de muestras de seroalbimina bovina (BSA) conocidas, con ellos calculamos la recta patron.
También obtuvimos el valor de absorbancia de los extractos de histonas purificados, donde estaban las
histonas extraidas, y mediante la interpolaciéon con la recta de calibrado calculamos la concentracién de
histonas de la muestra (Figura 4).

Recta patron ,
: Recta Patron

Concentracion pg/pl Media absorbancia
0 0,275966667 1
0,25 0,380533333 o 08 [ e ®
0,50 0,471933333 E 06 [ . [
1 0,603866667 § 04 | . o @ y.=0,2403x + 0,3206
2 0,771966667 202 R=0,9622
0
Pendiente Ordenada en el origen 0 0,5 1 15 2 2,5
0,2403 0,3206 Concentracién pg/pl
Muestra Concentraciones usadas en el experimento  Volumenes finales pl
Concentracion pg/ul Media absorbancia Para 100 pg/ml 29,32156512
1,705229574 0,730366667 Para 150 pg/ml 43,98234768

Figura 4: Recta patrén y absorbancia calculada de la muestra de histonas.

En la parte superior, tabla de la izquierda se observan los valores con los que se calculd la recta patrdn, asi como la pendiente
y la ordenada en el origen de la misma. A la derecha, recta patron.

En la parte inferior, tabla de la izquierda, figura la media de la absorbancia de las tres réplicas obtenidas de la muestra con
histonas extraidas y la concentracién de histonas en ug/ul calculada a partir de la ecuacion de la recta patrén.

En la tabla de la derecha se indican las concentraciones de histonas mds utilizadas en los experimentos, siendo 100 ug/mly
150 ug/ml en un volumen total de 500 ul. También se indica el volumen de histonas total necesario para cada condicion.
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La concentracién del pool de histonas extracelulares fue de 1,7 ug/ul, una vez conocido este dato se pudo
calcular la cantidad de volumen necesario para realizar los tratamientos de citotoxicidad mediada por las
histonas extracelulares en los cardiomiocitos.

Para los tratamientos en varias condiciones se prepararon diferentes concentraciones de histonas,
concretamente aplicamos histonas a 100 pg/mly a 150 pg/ml Estas concentraciones se corresponden a niveles
previamente medidos en pacientes con sepsis.

4.2 Confluencia celular adecuada para el cultivo de células madre

Las IPSCs son células muy sensibles, por lo que la confluencia celular, es decir, la cantidad de células que hay
en la superficie del pocillo, es un factor muy importante a tener en cuenta. Uno de los problemas iniciales fue
que, al realizar pases de mantenimiento normales para mantener o expandir el cultivo de IPSCs, las células no
sobrevivian.

Una de las dificultades fue conseguir identificar el porcentaje de confluencia celular necesario para realizar el
pase celular. Tanto un pase a baja densidad de nimero de células como un pase con elevada densidad celular
producia efectos negativos en las células, provocando tanto, muerte celular en el pocillo en el que estaban
como menor tasa de supervivencia en el nuevo pocillo.

Inicialmente se realizé el pase una vez se identificaba, mediante el microscopio, que la confluencia celular era
de alrededor del 80%. Lo siguiente que se probd fue realizar un pase celular a distintos periodos entre pase y
pase, siguiendo siempre el mismo protocolo. Después de varios intentos se comprobd que cuando mds
sobrevivian las células era dejando un periodo de 2-3 dias entre pase y pase, por lo que se realizaron dos pases
a la semana.

La densidad celular que finalmente se evalud para ver la mayor tasa de supervivencia en las células IPSCs fue
de 70.000, 100.000 y 150.000 células por pocillo, en placas de 6 pocillos.

Se comprobd que la mejor densidad celular en placas de 6 pocillos fue de 100.000 células por pocillo y que el
mejor periodo de mantenimiento entre los pases fue de 2-3 dias (Figura 5). Los pases celulares de
mantenimiento se realizan en placas de 6 pocillos, hasta que se empezdé un proceso de diferenciacién a
cardiomiocitos, momento en el que las IPSCs se pasaron a placas de 12 pocillos. Realizando los pases siguiendo
estas condiciones se consiguio tener suficientes células para poder pasarlas a 8 pocillos en una placa de 12
pocillos y empezar el proceso de diferenciacion.

A) 5) GRS ©)
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Figura 5: Imdgenes de células IPSCs en cultivo vistas mediante microscopia dptica de campo claro. Las imdgenes se
tomaron utilizando el microscopio LEICA DMI1 CAMERA STAND, con la lente de aumento de 10X. El programa
utilizado fue Leica Application Suite (LAS).

A) Células IPSCs prdcticamente recién sembradas. Las células se estdan acomodando a la nueva superficie, aun
presentan morfologias muy redondeadas y no forman grandes colonias, estdn dispersas por la superficie del pocillo.

B) Células IPSCs en una confluencia éptima formando colonias. Ya no se ven las células individualmente, es dificil
distinguir cuando acaba una y empieza la siguiente; presentan la morfologia alargada caracteristica.

C) Células IPScs llegando a una confluencia demasiado alta, las colonias empiezan a estar muy préximas unas a 35
otras. Se pueden ver tanto células con morfologia alargada, adheridas y formando colonias, como células muertas

las cuales presentan morfologia redondeada y estdn flotando en la suspension.



4.3 Generacion de cardiomiocitos y ensayos de citotoxicidad

4.3.1 Seguimiento mediante imdgenes tomadas por microscopia optica del proceso de diferenciacion de las
células IPSCs humanas a cardiomiocitos maduros

Una vez las células IPSCs fueron sembradas en la placa de 12 pocillos se empezd la diferenciacién hacia
cardiomiocitos. La diferenciacion empieza en el dia -2, en los dias -2 y -1 las células aun eran IPSCs normales
(Figura 6A), en el dia 0 alcanzaron mds del 95% de confluencia, concentracion necesaria para empezar la
diferenciacion.

En el dia 0 es cuando se empezaron a aplicar factores de diferenciacién, el primer cambio que observamos es
que las células dejaron de tener su estructura fibroblast-like caracteristica y distribucion en colonias, pasando
a formar una Unica monocapa de células que recubria toda la superficie del pocillo (Figura 6B).

En los siguientes dias las células empezaron a mostrar caracteristicas de cardiomiocitos, se observaban grupos
mas densos de células conectados entre si, e incluso cambio de color al visualizarlos con el microscopio dptico,
utilizando la microscopia éptica de campo claro. Ademas, consumian una mayor cantidad de recursos del
medio de cultivo, asi como al cultivar las IPSCs el medio de cultivo mantenia el tono rosado, al cultivar
cardiomiocitos era normal que el medio pasara a un color mds amarillento, debido a que los cardiomiocitos
tienen una actividad mas intensa (Figura 6C).

En el dia 15 se habia completado la primera fase de la diferenciacién, las células pasaron a ser células con
caracteristicas similares a cardiomiocitos fetales. Se empezd a detectar que las células se habian organizado
en pequeiias fibras o cimulos y latian por si mismas (Figura 6D).

Llegados al dia 25 habiamos completado el proceso de diferenciacion. Los cardiomiocitos maduros
presentaban una morfologia parecida a los cardiomiocitos fetales, la diferencia es que las fibras o grumos que
formaban los cardiomiocitos maduros eran de mayor tamafio, si se expandian lo suficiente podian incluso
llegar a conectarse diferentes fibras o cimulos densos de células entre si, en estos casos se podia observar
como la frecuencia del latido llegaba a sincronizarse. La contraccién de las células al latir también era mas
intensa, haciéndola mas visible (Figura 6E) (Video: cardiomiocitos maduros diferenciados a partir de IPSCs
humanas latiendo).
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Figura 6: Imagenes captadas a lo largo de los diferentes
dias del proceso de la diferenciacion de las IPSCs hacia
s cardiomiocitos.
e
A) En laimagen de laizquierda, placa de 12 pocillos donde
se cultivaron las células IPSCs durante todo el proceso de
diferenciacidn hacia cardiomiocitos. En ella se indican los
B) ¢ diferentes dias que se realizé el cambio de medio y el tipo
de medio o factor aplicado en cada caso (A: Medio
diferenciacién + suplemento A; B: Medio diferenciacién +
suplemento B; C: Medio diferenciacion + suplemento C;
M: Medio mantenimiento; T: Medio mantenimiento +
Torin). También estd indicada la fecha de inicio de la
diferenciaciéon, contando como primer dia el dia -2 y el
numero de células que fueron sembradas por pocillo,
500.000 células por pocillo. Imagen de la derecha, células
IPSCs vistas mediante microscopia dptica de campo claro
en el dia -1 en proceso de alcanzar el 95% de confluencia.
Las células aun son IPSC normales, no se ha empezado el
. proceso de diferenciacidon; aun se pueden observar
e ———— — . espacios vacios entre grupos de células.
B , B) Imagen tomada con microscopia déptica de campo
D . X claro. Células IPSCs que han empezado la diferenciacion
};4‘» hacia cardiomiocitos. Las células presentan una
% estructura en monocapa, ya no se observan espacios
% 7 'p i entre Igrupos de células. . o
e T C) Imagenes tomadas con microscopia Optica de campo
% 5 ; : claro. IPSCs empezando a ser cardiomiocitos. Se
observan grupos de células mas densos, las células
empiezan a estructurarse y conectarse entre si formando
“fibras”. Se ha producido un cambio de color, las IPSCs
son totalmente transparentes al observarlas con el
microscopio optico, los cardiomiocitos suelen presentar
un color mas marrén.
D) Imagen tomada por microscopia 6ptica de campo claro
de cardiomiocitos con caracteristicas similares a
cardiomiocitos fetales. En la imagen se puede ver como
las células se han organizado en cumulos de pequefio
tamafio, las flechas indican diferentes cimulos de
cardiomiocitos que laten a su propio ritmo,
independientemente del resto de cimulos de la muestra.
Las imagenes A)-D) se tomaron utilizando el microscopio
LEICA DMI1 CAMERA STAND, con la lente de aumento de
10X. El programa utilizado fue Leica Application Suite
(LAS).
E) Imagenes tomadas por microscopia dptica de campo
claro utilizando el microscopio dptico de células viva-FRET, DMi8 LEICA, con la lente de aumento 10X y el software de
adquisicion fue el LASX. Los cardiomiocitos maduros forman estructuras de mayor tamafio que los cardiomiocitos fetales,
y el latido es de mayor intensidad. En las dos primeras imagenes se observan cardiomiocitos maduros agrupados
formando cimulos densos de células, en las dos fotos inferiores se pueden observar cardiomiocitos maduros formando
estructuras similares a fibras. En el estadio anterior de cardiomiocitos fetales los grupos de célula son mas pequefios y
laten de manera independiente, en los cardiomiocitos maduros, como se puede ver en las imagenes, los grupos de células
son tan grandes que han llegado a conectarse entre si, produciendo que el latido ocurra de manera sincronizada. Las
flechas muestran acumulaciones de cardiomiocitos unidas por estructuras fibrilares y latiendo de manera sincrénica.
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4.3.2 Caracterizacion mediante inmunofluorescencia

En la primera diferenciacién, para caracterizar si las IPSCs se habian diferenciado correctamente a
cardiomiocitos se realizd un andlisis de inmunofluorescencia mediante el uso de anticuerpos especificos con
la finalidad de detectar mediante microscopia confocal la presencia de tres proteinas caracteristicas del
musculo cardiaco: la actinina-a, GATA-4 y la troponina T cardiaca (cTnT).

La actinina-a, es una proteina de unién a la actina que se encuentra formando el sarcdmero, concretamente
se localiza en la linea Z. Esta proteina se expresa débilmente en los estadios iniciales del desarrollo de los
cardiomiocitos, siendo una de las proteinas que se expresa en las etapas mas tempranas en el desarrollo, al
igual que proteinas fundamentales para el funcionamiento de la contraccion del sarcdmero como la actina,
miosina y la tropomiosina (41, 42, 46, 50).

La expresion de estas proteinas aumenta a medida que se avanzd la diferenciacidn, coincidiendo con cambios
en la expresién de otros filamentos intermedios, teniendo utilidad como marcador del grado de diferenciacioén,
asi como de la maduraciéon morfofuncional de la célula cardiaca (46, 50).

Gata-4 es un factor de transcripcidn, situado en el nucleo celular, que regula genes implicados en la
diferenciacidn y funcién del miocardio. Esta proteina se encuentra expresada en el endodermo visceral y
definitivo, y en el mesodermo cardiaco; es una de las proteinas reguladoras clave de linaje que esta implicada
en el inicio de la diferenciaciéon cardiaca (50).

Gata-4 tiene un papel fundamental en el desarrollo de los cardiomiocitos, es un promotor del desarrollo
cardiaco, que actua junto a otras proteinas como regulador transcripcional reclutando a otros factores de
transcripcién y alterando la expresion de genes necesarios para el desarrollo a cardiomiocito, asi como el
desarrollo normal del corazén y la contraccidén muscular, ademas, también actua reprimiendo genes que
inducen a otros destinos celulares, por ejemplo, genes implicados en el desarrollo endotelial (41, 42, 45, 51).

La troponina T cardiaca es una proteina de unién a tropomiosina caracteristica del tejido cardiaco implicada
en la regulacion de la contraccidon muscular, formada por una parte soluble libre en el citoplasma y otra unida
al sistema fibrilar, concretamente se une a la tropomiosina. La deteccién de la isoforma cardiaca de Ila
troponina T, cTnT, se utiliza para cuantificar el grado de desarrollo de los cardiomiocitos (41, 42, 44, 51).
Ademas, en la practica clinica el analisis de |la presencia de troponina T cardiaca en sangre también es utilizado
como medidor de dafio cardiaco (46).

En nuestro caso, para realizar la caracterizacién de los cardiomiocitos, se marcaron células de diferentes
pocillos con anticuerpos especificos contra estds proteinas; todas las células provenian de una misma
poblacién, en cada pocillo se utilizé un tipo de anticuerpo primario diferente y en todos se utilizé anticuerpo
secundario que emitia fluorescencia verde.

Las imagenes obtenidas por microscopia de fluorescencia confocal (Figura 7), mostraron la expresién de las 3
proteinas en la poblacidon celular, lo que nos permite confirmar que las IPSCs se han diferenciado
correctamente a cardiomiocitos. La actinina-a (Figura 7A) se observa en el citoplasma formando parte de la
estructura del sarcémero, pudiendo verse incluso las diferentes lineas Z que lo forman. La Gata-4 (Figura 7B)
la podemos detectar marcando el nicleo celular de los cardiomiocitos. Por ultimo, la troponina T (Figura 7C)
cardiaca se puede observar en el citoplasma celular unida a los filamentos del citoesqueleto de los
cardiomiocitos. Todas las muestras también presentan marcaje con DAPI, el cual esta incluido en el medio de
montaje.
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Figura 7: Imdgenes de las células
pertenecientes a la diferenciacion 1
tomadas por microscopia de
fluorescencia confocal. Todas las
fotos se tomaron a partir de

cardiomiocitos maduros
pertenecientes a una misma
poblacion celular. La
caracterizacion se realizo

utilizando el microscopio confocal
Espectra Leica TCS sp8 y el
aumento 40X, para el cual fue
necesario aplicar el aceite de
inmersion. En cuanto al andlisis de
las imdgenes, el sofware de
adquisicion y andlisis utilizado fue
el LAS X Life Science. Las imdgenes
se tomaron en un mismo plano Z,
tomdndose imdgenes de varios
campos representativos de la
muestra.

A) Las células han sido marcadas
con anticuerpo anti-actinina-a
(verde) y DAPI (azul). A la izquierda,
se observa la actinina-a en el
citoplasma celular, concretamente
formando las lineas Z de los
sarcomeros. A la derecha,
podemos ver tanto la actinina-a
como el marcaje nuclear con DAPI.

B) Las células han sido marcadas
con anticuerpo anti-Gata4 (verde)
y DAPI (azul). A la izquierda, se
observan los nucleos de las
diferentes células marcados en
verde debido a la presencia de
Gata-4, el cual es un factor de
transcripcion con localizacion nuclear. A la derecha, podemos ver tanto la presencia de Gata-4 como el marcaje nuclear
con DAPI; en este caso los dos colores coinciden debido a que tanto la proteina como el marcaje se localizan en el nucleo.

C) Las células han sido marcadas con anticuerpo anti-cTnT (verde) y DAPI (azul). A la izquierda, se observa la troponina T
cardiaca, cTnT, en el citoplasma celular, las formas fibrilares que se observan son debidas a que se encuentra unida a los
filamentos del citoesqueleto de las diferentes células. A la derecha, podemos ver tato la troponina T cardiaca como el
marcaje nuclear con DAPI.
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4.3.3 Caracterizacion mediante deteccion de troponina por citometria de flujo

Para las siguientes diferenciaciones se utilizd el ensayo de deteccidn de troponina por citometria de flujo para
caracterizar a los cardiomiocitos adultos diferenciados a partir de las células madre IPSCs. Este ensayo se basa
en la expresion de troponina, una proteina caracteristica del musculo cardiaco, por lo que si las células
expresan en su citoplasma la proteina podemos confirmar que se han diferenciado correctamente (36). Para
ello se necesitan un minimo de 10.000 eventos por muestra registrados con el citémetro y una expresion de
80% o mas de troponina, lo que indica que el 80% de las células de la muestra son cardiomiocitos. En todos
los experimentos se utilizaron dos condiciones, un control negativo sin anticuerpo primario anti-troponina y
la muestra problema, el control negativo se utilizé como referencia para calcular el porcentaje de expresion
relativa de troponina de las muestras, es decir, el citbmetro tomaba como valor 0 de expresion el nivel de
troponina detectado en el control negativo y a partir de ese valor calculaba el porcentaje de expresion de
troponina de las muestras.

Se caracterizaron varias diferenciaciones (Tabla 6), en la primera diferenciacién se sembraron de inicio
500.000 células por pocillo en 8 pocillos en una placa de 12 pocillos. Para el experimento se juntaron las células
de los 8 pocillos y se separaron un total de 200.000 células por condicién. En este ensayo el porcentaje de
sefial de troponina no alcanzé el 80% necesario, por lo que no se pudo confirmar que eran cardiomiocitos
(diferenciacidn 1 porcentaje troponina: 8,8%; Tabla 6).

Uno de los principales problemas que surgieron con el primer experimento fue que los cultivos de células
presentes en los diferentes pocillos de la placa de 12 pocillos no eran homogéneos, es decir, en unos pocillos
se observaban mas células que latian que en otros, por lo que al juntarlos la cantidad de cardiomiocitos
correctamente diferenciados estimada era mucho menor. Para intentar evitar este problema en la siguiente
diferenciacidn se levantaron y se sembraron las células de los diferentes pocillos por separado, de igual
manera se realizd la deteccidn de troponina para las células provenientes de cada pocillo de manera
independiente, para comprobar si habia pocillos donde se habia realizado correctamente la diferenciacién y
en otros no, y de esta manera poder ir descartando los que no estaban correctamente diferenciados.

En este caso, al no juntar las células, teniamos una menor cantidad de células para realizar los experimentos
posteriores, por lo que sembramos 100.000 células por control negativo y por muestra problema. El problema
fue que al dividir tanto las células, el niumero de eventos (células) era demasiado bajo, no llegando a los 10.000
eventos por condicién, aunque los valores de expresion de troponina aumentaron, viendo los resultados no
se pudo confirmar que fueran cardiomiocitos la totalidad de las células diferenciadas (diferenciacion 2
porcentaje troponina: 47,3%, 68,1%, 36,3%; Tabla 6).

Debido a que al caracterizar los pocillos de manera independiente no se alcanzé el nimero de eventos
necesarios para el ensayo, ni se garantizaba que el porcentaje de expresion de troponina fuera un éxito, para
la siguiente diferenciacidn se juntaron todas las células de los pocillos en los que se observaba un mayor
porcentaje de latido. Se obtuvo un porcentaje de troponina aun insuficiente para confirmar el éxito de la
diferenciacidn, pero se llegd sin problema al nimero de eventos necesarios (diferenciacion 3 porcentaje
troponina: 39,5%; Tabla 6).

Para la siguiente diferenciacion se realizé la prueba de troponina siguiendo los mismos pardmetros, juntar las
células de todos los pocillos donde se observé un gran porcentaje de latido y separar 200.000 células por
condicién. La diferencia fue el nimero de células sembrado en un principio en la placa de 12 pocillos del inicio
de la diferenciacién, asi como en el protocolo original se sembraban 500.000 células por pocillo, en este caso
se sembraron 450.000 células por pocillo en una placa de 12 pocillos. El resultado fue considerablemente
mejor, aproximandose al 80% de expresién de troponina (diferenciacion 4 porcentaje troponina: 59,1%; Tabla
6).

Al analizar los resultados de la ultima diferenciacion se comprobd que al sembrar una menor cantidad de
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células al inicio de la diferenciacion el resultado de la caracterizacién fue mejor, acercandose mds al 80%. Por
este motivo, para la diferenciacién posterior se siguieron las mismas condiciones anteriores, pero reduciendo
el nimero de células sembradas al inicio de la diferenciacién, se sembraron 400.000 células por pocillo en la
placa de 12. Finalmente, se obtuvo un resultado exitoso de 84,8% (Figura 8) de expresidén de troponina, por lo
gue se pudo confirmar que en este caso la diferenciacion a cardiomiocitos se habia realizado correctamente
(diferenciacidén 5 porcentaje troponina: 84,8%; Tabla 6). La siguiente diferenciacién se repitié siguiendo los
mismos parametros, obteniendo también resultados positivos (diferenciacién 6 porcentaje troponina: 88,6%;
Tabla 6).

Con los cardiomiocitos obtenidos en las diferentes diferenciaciones realizadas se llevaron a cabo ensayos de
analisis del tipo de muerte celular por anexina- yoduro de propidio y analisis de expresién génica mediante
PCR-cuantitativa después de aplicarles el tratamiento con histonas; se realizaron las pruebas de citotoxicidad
teniendo en cuenta que el resultado no siempre alcanzé el 80% de deteccién de troponina.
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Figura 8: Histogramas y tabla de resultados obtenidos del citémetro de la diferenciacién 5. En la parte superior se encuentran
los valores del control negativo y en la parte inferior los de la muestra problema. En el histograma se refleja la intensidad de
fluorescencia, directamente asociada con la expresién de troponina, para que la intensidad de fluorescencia sea vdlida tiene
que detectarse en la muestra problema un valor de fluorescencia superior al detectado en el control negativo. En cuanto a la
tabla, tanto el valor de P2 como P3 indican el porcentaje de troponina detectada en la muestra. En “All events” se indica la
cantidad de células captadas por el citometro. El citometro utilizado fue LSRFortesa X20 (ref: 658226R1; LSRFortesa X20; Becton,
Dickinson and Company, B.D.; San José; Estados Unidos), el sofware de andlisis empleado fue DIVA 8.

Los resultados de la muestra problema indican que el porcentaje de células que expresan troponina es del 84,8%, alcanzando el
80% necesario para poder confirmar que la diferenciacion ha sido un éxito y las células eran cardiomiocitos.
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Tabla 6: Resultados de las caracterizaciones mediante la deteccion de la expresion de troponina de las diferentes
diferenciaciones. Los valores fueron obtenidos a partir del citometro LSRFortesa X20 (ref: 658226R1,; LSRFortesa X20; Becton,
Dickinson and Company, B.D.; San José; Estados Unidos), el sofware de andlisis empleado fue DIVA 8.

En la tabla se muestran los valores del porcentaje de troponina detectado y el nimero de eventos (células) analizados para los
controles negativos (muestra con cardiomiocitos sin aplicar el anticuerpo primario anti-troponina) y las muestras problemas
(muestra con cardiomiocitos en los que se quiere detectar la intensidad de expresion de troponina).

Diferenciacion Tipo de muestra % Troponina N2 eventos
1 Control negativo 1,5 2.166
1 Muestra Troponina 8,8 2.789
2 (pocillo 2) Control negativo 0,9 3.775
2 (pocillo 2) Muestra Troponina 47,3 5.221
2 (pocillo 5) Control negativo 6,1 7.103
2 (pocillo 5) Muestra Troponina 68,1 3.807
2 (pocillo 6) Control negativo 39,9 2.070
2 (pocillo 6) Muestra Troponina 36,3 3.090
3 Control negativo 2 10.000
3 Muestra Troponina 39,5 10.000
4 Control negativo 3,6 4.685
4 Muestra Troponina 59,1 16.877
5 Control negativo 2,3 10.000
5 Muestra Troponina 84,8 10.000
6 Control negativo 4,6 10.000
6 Muestra Troponina 88,6 10.000

4.3.4 Evaluacion de la citotoxicidad por ensayo del MTT

Una vez se completd la caracterizacidn de los cardiomiocitos, se procedié a la evaluacién de la citotoxicidad
mediada por las histonas extracelulares, se hizo un ensayo MTT. La presencia de elevadas concentraciones de
histonas y su efecto sobre los cardiomiocitos se ha descrito previamente en trabajos en el ambito del infarto
de miocardio (52).

En la bibliografia se han descrito en ratones durante infarto de miocardio concentraciones de histonas por
encima de los niveles normales, ademas, si se trata un cultivo primario de cardiomiocitos de ratén durante 1
hora con histonas la muerte celular aumenta significativamente (52). En nuestro laboratorio también se han
realizado ensayos de citotoxicidad con histonas en células endoteliales humanas, en concreto con cultivos de
células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC), con estos ensayos se detectd que la presencia de
elevadas concentraciones de histonas, se activan procesos inflamatorios en las células dando lugar a muerte
celular por apoptosis a través de mecanismos similares a los descritos en la sepsis (33, 53).

Se realizd un ensayo MTT para ver si los cardiomiocitos humanos también morian después de tratarlos con
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histonas extracelulares. Este experimento se llevd a cabo con los cardiomiocitos obtenidos de la primera
diferenciacion y las concentraciones de histonas utilizadas fueron 20 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 150 pg/ml,
200 pg/mly 250 pg/mly una condicion control con 0 pg/ml, en un volumen total de 150 pl por pocillo en una
placa de 96 pocillos. En cuanto al tiempo de incubacion seguimos el tiempo descrito en el cual se detecta dafo
celular por histonas en cultivos primarios de células cardiacas de ratdn, 1 horay 30 minutos de incubaciéon con
histonas (52).

Con el ensayo MTT (Figura 9) se comprobd que la viabilidad de los cardiomiocitos disminuia después del
tratamiento con histonas de manera dependiente de la dosis. Analizando los datos se vio que partir de la
concentracién de histonas 50 pg/ml habia una diferencia significativa en el porcentaje de viabilidad con
respecto al grupo control, 0 pg/ml; otro valor importante es el de 100 pg/ml de histonas, en esta condicidn
vimos que se morian alrededor del 50% de células de la muestra. A partir del valor 150 pg/ml el porcentaje de
viabilidad se mantiene estable, y no se incrementd mucho mas al aumentar la concentracién de histonas
extracelulares.

Los siguientes experimentos de citotoxicidad, se realizaron con las condiciones de 100 pg/ml y de 150 pg/ml
de histonas extracelulares ya que consiguieron producir alrededor de un 50% de muerte celular. En cuanto al
tiempo de tratamiento se siguid aplicando durante 1 hora y 30 minutos en los posteriores ensayos.

MTT Cardiomiocitos
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Figura 9: Valores de viabilidad obtenidos a partir de la prueba MTT realizada sobre cardiomiocitos expuestos a altas
concentraciones de histonas durante 1 hora y 30 minutos. Las concentraciones utilizadas fueron 20 ug/ml, 50 ug/ml, 100 ug/mi,
150 ug/ml, 200 ug/mly 250 ug/mly una condicién control con 0 ug/ml de histonas, en un volumen total de 150 ug/ml por
pocillo en una placa de 96 pocillos. Para medir la absorbancia se utilizo el espectofotometro Spectra Max PLUS 384 (Spectra
max PLUS 384; Molecular Devices, San José, CA; Estados Unidos) y el software de andlisis utilizado fue el SoftMax Pro 6.2.2.

Los porcentajes de viabilidad en las diferentes condiciones se obtuvieron calculando la media de la absorbancia de los
controles,0 ug/ml de histonas, y tomando ese valor como el 100% de viabilidad celular. Posteriormente se referenciaron todos
los valores de absorbancia de las 7 réplicas de las diferentes condiciones con ese valor para obtener un porcentaje de viabilidad
relativo de cada muestra. Los resultados se representan como la media y las barras de error referencian la desviacion tipica de
los datos. Todas las condiciones han sido referenciadas por separado con la media de la viabilidad de la condicion control,
concretamente mediante el test estadistico no paramétrico de Mann-Whitney. Los asteriscos de la grdfica indican cuando la
condicién presenta una diferencia significativa con respecto al control, Oug/ml; *P < 0.05; **P < 0.01.

43



4.3.5 Ensayos de citotoxicidad celular con histonas: anexina-V/yoduro de propidio

En el ensayo MTT se comprobd que al tratar los cardiomiocitos con histonas se provoca muerte celular y en
gue concentraciones se morian. En este segundo experimento se analizé el tipo de muerte celular para
comprobar si el tratamiento con histonas desembocaba en procesos inflamatorios y apoptéticos similares a
los descritos en sepsis, se tenia un principal interés en el porcentaje de apoptosis secundaria o tardia.

Las concentraciones de histonas utilizadas en todos los experimentos fueron tres: un control con 0 pg/ml de
histonas; una segunda condicion con 100 pg/ml, concentracidn en la que el ensayo MTT se detectd un 50% de
mortalidad; y una tercera condicion a 150 pg/ml concentracidn en la que se detecté que el porcentaje de
viabilidad no aumenté mucho mas al aumentar la concentracion de histonas extracelulares (Figura 9).

En las tablas obtenidas de la citometria (Figura 10) se indicaba: el porcentaje de células vivas, cuadrante Q3
(negativas para anexina V e yoduro de propidio); el porcentaje de células en apoptosis primaria, cuadrante Q4
(positivas para anexina V y yoduro de propidio); el porcentaje de células en apoptosis secundaria, cuadrante
Q2 (positivas para anexina V); y el porcentaje de células en necrosis, cuadrante Q1 (positivas para yoduro de
propidio). Las células se registraban en un cuadrante u otro dependiendo de la intensidad de fluorescenciay
el numero de eventos éptimo para el experimento era de 10.000 eventos por muestra.
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Figura 10: Grdfica y tabla obtenidas mediante citometria de flujo. Valores obtenidos de una muestra de cardiomiocitos
tratados con una concentracién de 100 ug/ml de histonas durante 1 hora y 30 minutos. Los valores fueron obtenidos a partir
del citometro LSRFortesa X20 (ref: 658226R1; LSRFortesa X20; Becton, Dickinson and Company, B.D.; San José; Estados
Unidos), el sofware de andlisis empleado fue DIVA 8.

La grdfica de la derecha estd dividida en cuatro cuadrantes. Dependiendo de la intensidad de fluorescencia de la anexina-V 'y
el yoduro de propidio, la célula analizada quedard registrada en uno de ellos. Cada punto de la grdfica hace referencia a un
evento (célula). En el cuadrante 1, Q1, se encuentran las células en necrosis; en el cuadrante 2, Q2, las células en apoptosis
secundaria; en el cuadrante 3, Q3, las células en apoptosis primaria, y en el cuadrante 4, Q4, las células vivas.

La tabla de la derecha se calcula a partir de los datos la grdfica, se puede ver el porcentaje de células que se encuentra en cada
uno de los cuatro cuadrantes; asi como el numero de eventos registrados. En este caso se detecto un porcentaje del 67,2% de
células vivas, del 26,2% de células en apoptosis primaria, del 6,1% de células en apoptosis secundaria y del 0,5% de células en
necrosis.

Se realizaron estos experimentos para las distintas muestras obtenidas de las diferenciaciones a
cardiomiocitos, pese a no alcanzar el 80% de expresion de troponina necesario para poder afirmar que mas
del 80% de las células eran cardiomiocitos en la mayoria de los casos (Tabla 6). Se obtuvieron resultados
similares en todos ellos, independientemente del tanto por cien de troponina, ademas, las células se morian
en el mismo tiempo de tratamiento que los cardiomiocitos correctamente caracterizados en los que se realizo
la MTT y presentaban porcentajes muy similares de viabilidad y muerte celular.
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Una vez se realizaron todos los ensayos de analisis de tipo de muerte celular por anexina-V yoduro de propidio
para poder calcular los porcentajes de viabiliad y tipo de muerte celular se referenciaron los valores obtenidos
de las diferentes muestras con respecto a la media del control, se tomd la media de todos los valores del
control como el 100% de viabilidad y se compararon los valores obtenidos con respecto a ese 100% para
calcular los porcentajes relativos de cada muestra. A continuacién, se unificaron todos los valores de las
diferentes muestras, para obtener los valores totales del experimento. Se utilizd el programa estadistico
GraphPad Prism para analizar los datos mediante el test estadistico no paramétrico test de Mann-Whitney,
comparando todas las condiciones con respecto al control y entre ellas (Figura 11).

La grafica obtenida de los datos de la vibilidad (Figura 11A) indicé que el porcentaje de viabilidad de las células
tratadas con 100 pg/mly 150 pug/ml de histonas disminuia significativamente con respecto al control, ademas,
también se vieron diferencias significativas entre las condiciones 100 pug/ml y 150 pg/ml. En cuanto a la
apoptosis primaria (Figura 11B) y secundaria (Figura 11C) se comprobd que ambas aumentaban de manera
significativa a medida que se aumentaba la dosis de histonas. Ademas, se observaron diferencias significativas
entre los grupos 100 pg/ml y 150 pg/ml en la apoptosis secundaria. Respecto a la necrosis (Figura 11D) los
valores también aumentaban de forma significativa con respecto al control, aunque eran tan bajos que tenian
una mayor variabilidad entre ellos.
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Figura 11: Grdficas obtenidas a partir de los porcentajes de A) viabilidad, B) apoptosis primaria, C) apoptosis
secundaria y D) necrosis analizados mediante la prueba de anexina-yoduro de propidio por citometria de flujo. Los
datos fueron obtenidos con el citometro LSRFortesa X20 (658226R1; LSRFortesa X20; Becton, Dickinson and Company,
B.D.; San José; Estados Unidos), el sofware de andlisis empleado fue DIVA 8.

El ensayo se llevo a cabo con una n de 3 (tres diferenciaciones diferentes) y un niumero de 11 réplicas para la condicion
control (0 ug/ml), 13 réplicas para la condicion 100ug/mly 11 réplicas para la condicién 150 ug/ml. Los resultados se
representan como la media y las barras de error referencian la desviacidn tipica de los datos. Los resultados se
analizaron mediante un test estadistico no paramétrico test de Mann-Whitney. Los asteriscos indican que hay una
diferencia significativa entre los grupos correspondientes, *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001, ****P<0.0001. 45



4.3.6 Andlisis de la expresion génica de IL-a, IL-8 e IL-18 en los cardiomiocitos tras el tratamiento citotdxico
con histonas

Con el analisis del tipo de muerte celular mediante anexina-V/yoduro de propidio comprobamos que habia un
gran porcentaje de apoptosis primaria y secundaria. En este estudio nos centramos en el estudio de la
apoptosis secundaria, y concretamente en los mecanismos relacionados con la activacion del inflamasoma y
la muerte celular por piroptosis ocurridos en los cardiomiocitos.

La muerte celular por apoptosis estd asociada a una respuesta inflamatoria y tiene caracteristicas similares
tanto de la apoptosis como de la necrosis. En diversas enfermedades cardiacas, como son el infarto de
miocardio y la insuficiencia cardiaca, se ha descrito que los cardiomicitos entran en piroptosis, provocando la
activacion del inflamasoma y la liberacion de citocinas proinflamatorias (22, 54). En nuestro laboratorio se
procedid a estudiar si en los cardiomiocitos tratados con histonas extracelulares también se activaba la
piroptosis. Para ello nos centramos en detectar la expresion de las interleucinas IL-1a, IL-1B e IL-18. Estas
interleucinas inflamatorias estan implicadas en la ruta candnica (IL-1f e IL-18) y no candnica (principalmente
IL-1a, IL-1B, aunque también se expresa la IL-18) de la piroptosis, mediada por el inflamasoma, (22, 23).

Para estudiar si habia activacion del inflamasoma y muerte celular por piroptosis en los cardiomiocitos
tratados con histonas extracelulares, se realizd una PCR-cuantitativa de las muestras obtenidas a partir de los
cardiomiocitos en las distintas condiciones aplicadas (condicion control 0 pg/ml, una segunda condicion con
100 pg/ml, y una tercera condicidn con 150 pg/ml de histonas; mismas condiciones utilizadas para el ensayo
MTT y anexina-V/yoduro de propidio). Los genes de interés fueron los que codifican para las interleucinas IL -
la, IL-1B e IL-18 (Figura 12).
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Figura 12: Grdficas obtenidas a partir de los datos obtenidos de la PCR-cuantitativa de los genes IL-1a, IL-18 e IL-18.
Para llevar a cabo la PCR-cuantitativa se utilizo el termociclador ABI Prism 7900 HT Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems; Foster City, CA.; Estados Unidos), aplicandose 45 ciclos y sondas especificas predisefiadas para cada gen de
interés de la tecnologia TagMan Gene expresssion assays (Life Technologies; Carlsbad, CA; Estados Unidos). La expresion
de los genes se cuantificé mediante el método 224"y los datos se analizaron con el programa estadistico GraphPad
Prism, mediante un test estadistico no paramétrico test de Mann-Whitney comparando todas las condiciones con
respecto al control y entre las diferentes condiciones. Los resultados se representan como la media y las barras de error
referencian la desviacion tipica de los datos.

El ensayo se llevo a cabo con una n de 3 (tres diferenciaciones diferentes) con un total de 48 replicados técnicos para el
grupo control (0 ug/ml), 16 replicados técnicos para el grupo 100 ug/ml y 44 replicados técnicos para el grupo 150
ug/mi.

46



Los resultados obtenidos (Figura 12) no mostraron una diferencia significativa en la expresién relativa de los
genes IL-1a, IL-1B e IL-18, por lo que no pudimos confirmar que la piroptosis se activara por ninguna de las
rutas del inflamasoma. En los ensayos de anexina-V/yoduro de propidio (Figura 11) comprobamos que se esta
activando la apoptosis secundaria en los cardiomiocitos y cabria esperar que la muerte activada por las
histonas extracelulares vaya por esta via. También puede ser debido a que las histonas provoquen apoptosis
secundaria por una ruta diferente, una de las posibles rutas podria ser la mediada por GSDMD (gasdermina D)
o0 GSDME (gasdermina E), en la cual también se presenta un importante factor inflamatorio y se ha detectado
en eventos como el infarto de miocardio (21, 23).

4.3.7 Andlisis de la expresion génica de GPX1, Catalasa, SOD1 y SOD2 en los cardiomiocitos tras el
tratamiento citotoxico con histonas

A continuacion, se evalud si la muerte celular por apoptosis podria producirse como consecuencia del dafio
celular por estrés oxidativo en las células.

El estrés oxidativo es uno de los estimulos que pueden dar lugar a muerte celular. También, el estrés oxidativo
puede ser un factor importante en la aparicién y desarrollo de la sepsis, por ejemplo, aumentando la respuesta
inflamatoria, induciendo procesos de muerte celular e insuficiencia organica (26).

Ademas, en trabajos anteriores de nuestro grupo se ha demostrado que, en células endoteliales HUVEC, la
exposicién a histonas extracelulares induce a la aparicién de estrés oxidativo, desregulando la respuesta
antioxidante celular (26), activando procesos de inflamacién y apoptosis (55).

En este trabajo se quiso estudiar si en los cardiomiocitos también se producia dafio por estrés oxidativo al
igual que en las células endoteliales. Para ello se analizd6 mediante PCR-cuantitativa la expresién génica de las
principales enzimas encargadas de reducir los compuestos dafinos implicados en el estrés oxidativo, las
enzimas en las que nos centramos fueron el superéxido dismutasas SOD1y SOD2, el glutatidn peroxidasa GPX1
y la catalasa.

Analizando la expresidn génica de estos genes mediante PCR cuantitativa se puede estudiar si la célula se estd
defendiendo ante un episodio de estrés oxidativo, ademas, podemos saber a qué nivel de la ruta se esta
produciendo el dafio, si estan sobreexpresadas las SOD1 y SOD2 indicara que la ruta estd actuando al nivel del
radical libre superdxido, si estan sobreexpresadas la catalasa y GPX1 indicara que la ruta estd actuando al nivel
del perdxido de hidrégeno.

Los resultados de expresion se pueden ver en la Figura 13, las condiciones aplicadas fueron una condicién
control 0 ug/ml, una segunda condicién con 100 pg/ml, condicidén en la que en los experimentos anteriores se
detectd un 50% de mortalidad, y una tercera condicion con 150 pg/ml de histonas, en la que se detectaron los
valores mas altos de mortalidad (Figuras 9y 11).
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Figura 13: Grdficas obtenidas
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Para realizar las grdficas se juntaron todos los valores de las diferentes diferenciaciones, obteniendo asi los valores totales.
El ensayo se llevé a cabo con una n de 2 (dos diferenciaciones diferentes), con un total de 32 replicados técnicos para el
grupo control (0 ug/ml), 16 replicados técnicos para el grupo 100 ug/ml'y 28 replicados técnicos para el grupo 150 ug/mi.

Los resultados se representan como la media y las barras de error referencian la desviacion tipica de los datos. Los
resultados se analizaron con el programa estadistico GraphPad Prism, mediante el test estadistico no paramétrico test de
Mann-Whitney comparando todas las condiciones con respecto al control y entre las diferentes condiciones. Los asteriscos
indican que hay una diferencia significativa entre los grupos correspondientes, *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001

El aumento o disminucion de la expresion de enzimas antioxidantes puede ser indicativo de estrés oxidativo.
Al disminuir la expresidn de enzimas antioxidantes las células tienen una menor defensa antioxidante frente
a las especies reactivas de oxigeno. Por otro lado, si se produce el aumento de la expresién de enzimas
antioxidantes es un indicativo de que las células estan respondiendo frente a ese estrés oxidativo.

En el primer nivel de la ruta de detoxificacién de los radicales libres, se vio que la expresién de SOD1 (Figura
13A) no tuvo practicamente variaciones entre el grupo control y los grupos tratados. En cuanto a SOD2 (Figura
13B) se observo que su expresion disminuyd, incluso detectandose una bajada significativa en el grupo tratado
con 150 pug/ml de histonas, lo que puede implicar que las células disponen de una menor defensa antioxidante
frente al radical superdxido, cuando estas son tratadas con 150 pg/ml de histonas extracelulares.

A nivel del perdxido de hidrégeno se observé que se producia un aumento de la expresion de GPX1 (Figura
13D) en el grupo tratado con 100 pg/ml, la catalasa (Figura 13C) es la que presentd unos niveles de expresidn
mas elevados, presentando un aumento significativo en los dos grupos con respecto al control, observandose
los valores mas altos en el grupo 150 pg/ml. Esto podria indicar que si se estd produciendo en los
cardiomiocitos un estrés oxidativo, siendo la catalasa la principal implicada en su regulacidn.
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4.4 Seguimiento del crecimiento y desarrollo de los organoides de rinon mediante microscopia
Optica

El seguimiento del crecimiento de los organoides de rifidn se realizé mediante microscopia de campo claro,
las imagenes se tomaron los dias 3, 5, 9 y 11 de la diferenciacién, una vez las células presentaron una
estructura en esferoide tridimensional y estuvieron cultivadas en placas de 12 pocillos sobre los transwells.
Para la captacidon de imdgenes se utilizd el microscopio LEICA DMI1 CAMERA STAND vy las lentes de aumento
5X, 10X y 20X, el software utilizado fue Leica Application Suite (LAS).

Antes del cultivo en 3D en transwells, las células estaban cultivadas en un cultivo bidimensional en monocapa,
cuando llegaron a la fase de diferenciacién en estado de mesodermo intermedio, IM, las células se agregaron
en esferoides y se pasaron a transwells siguiendo el protocolo indicado en el apartado 3.2.2, para darles una
estructura y condiciones organotipicas durante los siguientes dias de la diferenciacién.

A partir de este punto, durante los siguientes dias de la diferenciacidn, las células pasaron de IM a células
progenitoras de nefronas y finalmente a vesiculas renales y estructuras similares a nefronas (47).

El dia 2 de la diferenciacién fue cuando se pasaron los esferoides al transwell, en los siguientes dias se siguieron
cultivando las células con medio enriquecido con los factores de crecimiento, para inducirlas a células
progenitoras de nefronas (47); en el dia 3 (Figura 14A) se observa como las células estan agrupadas formando
el esferoide. El esferoide no presentaba todavia estructuras internas, pero si se puede observar una linea que
lo delimita del exterior, lo que indica su correcta formacion.

Se siguieron afadiendo los factores de crecimiento durante los siguientes tres dias, en este tiempo se deberian
empezar a formar las vesiculas renales que daran lugar a las estructuras similares a las nefronas en los dias
posteriores de la diferenciacién (47). En el dia 5 (Figura 14B) en nuestro caso, se observd que la linea que
delimitaba el organoide se habia difuminado, por otro lado, se observaron estructuras esféricas tanto en el
interior como el exterior del organoide, pudiendo ser las vesiculas renales que deberian aparecer en esta etapa
de la diferenciacidn; en cuanto a las vesiculas observadas fuera del organoide podrian ser vesiculas formadas
por él mismo y secretadas al exterior.

A partir del dia 7 de la diferenciacidn, se retiraron los factores de crecimiento, en este paso deberian aparecer
las estructuras precursoras de nefronas en el interior del organoide (47). En el dia 9 (Figura 14C) los organoides
presentaron una estructura esférica, comparado con la forma mas aplanada que se observaba en el dia 5; se
seguian observando numerosas vesiculas las cuales parecen ordenadas hacia la parte exterior del organoide,
también se observd un mayor niumero de vesiculas fuera del mismo, lo que indica una mayor secrecion de
estas. Igualmente, no se pudo confirmar la presencia de estructuras precursoras de nefronas.

En los dias posteriores, hasta el dia 16, las vesiculas deberian adquirir polaridad proximal-distal y desarrollarse
a estructuras similares a nefronas con funcionalidad similar a las células de rifidn (47). En el dia 11 (Figura 14D)
en nuestro caso, el organoide es muy similar al descrito en el dia 7, mantienen su forma esférica y se siguen
observando vesiculas sobre todo en la parte distal del mismo, hacia el exterior, ademas de observarse multitud
de vesiculas en el exterior. Pese a todo, aunque con la microscopia de campo claro se pudo realizar un
seguimiento del crecimiento del organoide, no se pudieron caracterizar las estructuras internas, no se
pudieron identificar las estructuras similares a nefronas con funcionalidad renal.

Fuera del marco de este trabajo TFM, se sigue investigando el desarrollo del organoide con caracteristicas
funcionales de rifidn. Junto con la ayuda y direccién de la investigadora predoctoral Elena Nacher se quiere
optimizar el protocolo de diferenciacién para poder obtener un organoide funcional en el que poder evaluar
el efecto citotdxico de las histonas y asi poder identificar la importancia de estas en el desarrollo de la sepsis,
asi como aportar nuevas soluciones al método de diagndstico. Actualmente, se continta con la caracterizacion
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de los organoides de rifion mediante la identificacién de proteinas especificas por microscopia confocal en
cada fase de diferenciacién, de esta manera se quiere evaluar si las células estan alcanzando el estadio de
diferenciacidn correspondiente en cada fase y de este modo mejorar del protocolo de diferenciacion.

Figura 14: Imdgenes de 3
organoides de rifion tomadas
durante diferentes momentos de
su desarrollo, a partir del dia 2
hasta el dia 11 de la diferenciacion.
Las imdgenes fueron tomadas
utilizando la microscopia dptica de
campo claro con el programa Leica
Application  Suite  (LAS), se
utilizaron las lentes de aumento de
5X, 10X y 20X y el microscopio
utilizado fue LEICA DMI1 CAMERA
STAND.

A) En las tres primeras imdgenes
podemos ver a los organoides en el
dia 3 de la diferenciacion, se puede
visualizar la linea que separa el
interior del exterior del organoide.
Las imdgenes de la parte inferior
fueron tomadas del primer
organoide a diferentes aumentos,
10X y 20X respectivamente; en la
imagen a 20x se puede observar
una pequefia vesicula.

B) Organoides en el dia 5 de la
diferenciacion. La linea que separa
el interior del exterior del
organoide se observa mds
difuminada, por otro lado, hay una
mayor presencia de vesiculas tanto
en el interior como el exterior de
los organoides. En el organoide de
la derecha se puede ver como una
parte del mismo parece que ha
sobrepasado la linea que dividia el
interior del exterior del organoide,
asi como la presencia de un mayor
numero de vesiculas que en los
otros dos, aunque de menor
tamafio; esta morfologia se
mantuvo hasta el final del proceso
de diferenciacion.

C) Organoides en el dia 9 de la diferenciacién. En este punto se dejaron de aplicar los factores de crecimiento, los
organoides parecian recuperar un poco su morfologia esférica, comparada con la morfologia mds aplanada o difusa de
las imdgenes en dia 5. También se puede observar como el interior del organoide presenta un tono mds oscuro, lo que
puede indicar una mayor agrupacion celular. Ademds, las vesiculas parecen concentrarse mds hacia el exterior del
organoide.

D) Organoides en el dia 11 de la diferenciacién. Los organoides son visualmente muy similares a cuando se encontraban
en dia 9, mantienen su estructura esférica, su tonalidad oscura y las vesiculas parecen concentrarse en la parte exterior o
distal de los mismos.
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5. CONCLUSIONES

- Las células IPSCs humanas son capaces de diferenciarse en un cultivo en monocapa de cardiomiocitos
maduros, los cuales presentan tanto caracteristicas fisiolégicas como funcionales del tejido cardiaco,
observandose que los cardiomiocitos se organizaban y latian por si mismos.

- Los cardiomiocitos maduros presentan proteinas caracteristicas del tejido cardiaco, expresando proteinas
como la troponina T, la cual se encuentra en el citoesqueleto unida a la tropomiosina; la actinina-a, proteina
que forma parte del sarcémero de los cardiomiocitos, y Gata-4, el cual es un factor de transcripcion localizado
en el nucleo.

- La presencia de troponina T indica que, a menor cantidad de células sembradas al comienzo de la
diferenciacién, se obtienen mejores eficiencias de diferenciacidn de las iPSCs a cardiomiocitos.

- Los cardiomiocitos humanos maduros son sensibles a la exposicién a elevadas concentraciones de histonas
extracelulares, provocando muerte celular por apoptosis de forma dosis-dependiente, indicando que las
histonas por si mismas pueden ser una de las causas principales del dafio organico y tisular descritos en la
sepsis.

- El estudio realizado mediante técnicas de deteccién de expresidon génica como la PCR-cuantitativa no ha
mostrado un aumento de la expresién de las interleucinas IL-1a, IL-1B e IL-18, por lo que la piroptosis no tiene
lugar en nuestro modelo de cardiomiocitos.

- El analisis de la expresion de las enzimas antioxidantes SOD1, SOD2, GPX1 y Catalasa, indica disminucién de
las enzimas implicadas en la reduccién del radical superdxido en las células expuestas a altas concentraciones
de histonas, concretamente de SOD2. Por otro lado, la expresidon de las enzimas implicadas en la reduccion
del peréxido de hidréogeno aumenta, sobre todo la expresion de catalasa, lo que significa que se esta
produciendo una defensa de los cardiomiocitos frente al peréxido de hidrégeno a elevadas concentraciones
histonas extracelulares.

- Los organoides de rifién diferenciados a partir de la IPSCs presentan una morfologia esférica, delimitada por
una linea que separa el interior y el exterior del mismo. A medida que avanza la diferenciaciéon aparecen
vesiculas situadas en la zona distal del organoide y en el exterior. No se puede afirmar que se haya obtenido
un organoide, debido que no se ha podido comprobar la presencia de estructuras internas, ni se ha medido la
expresion de marcadores especificos, ni evaluado la capacidad de realizar funciones caracteristicas del rifién.

Futuros experimentos

- Los siguientes posibles pasos a seguir para continuar con el estudio de los cardiomicitos como biomodelo de
estudio de la sepsis seria seguir analizando mediante técnicas de deteccién de expresion génica y técnicas de
deteccion de proteinas que rutas de todas las posibles son las que estan participando en la muerte celular de
los mismos al ser expuestos a altas concentraciones de histonas y, por consiguiente, son las responsables del
dafio celular y orgénico.

- Ademas se continuara con la caracterizacién del organoide de rifion para poder reproducir sistematicamente
el procedimiento de obtencién de este organoide y utilizarlo como biomodelo para testar la citotoxicidad
mediada por las histonas extracelulares.

51



6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

10.

11.

12.

13.

Singer M, Deutschman CS, Seymour C, Shankar-Hari M, Annane D, Bauer M, et al. The third
international consensus definitions for sepsis and septic shock (sepsis-3). JAMA —J Am Med Assoc.
2016; 315:801-10.

Tacconelli E, Cataldo MA, Dancer SJ, Angelis G De, Falcone M, Frank U, et al. ESCMID guidelines for the
management of the infection control measures to reduce transmission of multidrug-resistant Gram-
negative bacteria in hospitalized patients. Clin Microbiol Infect. 2013; 20, 1-55.

Cénovas-Cervera, |., Nacher-Sendra, E., Osca-Verdegal, R., Dolz-Andrés, E., Beltran-Garcia, J.,
Rodriguez-Gimillo, M., et al. The Intricate Role of Non-Coding RNAs in Sepsis-Associated Disseminated
Intravascular Coagulation. Int. J. Mol. Sci., 2023; 24(3), 2582.

Rudd KE, Johnson SC, Agesa KM, Shackelford KA, Tsoi D, Kievlan DR, et al. Global, regional, and national
sepsis incidence and mortality, 1990-2017: analysis for the Global Burden of Disease Study. Lancet
(London, England). 2020; 395(10219):200-11.

Fleischmann-Struzek C, Goldfarb DM, Schlattmann P, Schlapbach LJ, Reinhart K, Kissoon N. The global
burden of paediatric and neonatal sepsis: a systematic review. Vol.6, The Lancet Respiratory Medicine.
Lancet Publishing Group; 2018. p. 223-30.

Torio CM, Andrews RM. STATISTICAL BRIEF # 160 National Inpatient Hospital Costs: The Most. Healthc
Cost Util Proj Stat Br #160 Natl Inpatient Hosp Costs Most Expens Cond by Payer, 2011. 2013; 31(1):1-
12.

Paoli CJ, Reynolds MA, Sinha M, Gitlin M, Crouser E. Epidemiology and costs of sepsis in the United
States-an analysis based on timing of diagnosis and severity level. Crit Care Med. 2018; 46(12):1889—
97.

Liu V, Escobar GJ, Greene JD, Soule J, Whippy A, Angus DC, et al. Hospital deaths in patients with sepsis
from 2 independent cohorts. JAMA. 2014; 312(1):90-2.

Torio C, Moore B. National Inpatient Hospital Costs: The Most Expensive Conditions by Payer, 2013.
Healthcare Cost and Utilization Project (HCUP) Statistical Briefs [Internet]. 2016.

Seymour CW, Liu VX, lwashyna TJ, Brunkhorst FM, Rea TD, Scherag A, et al. Assessment of clinical
criteria for sepsis for the third international consensus definitions for sepsis and septic shock (sepsis-

3).J Am Med Assoc. 2016; 315(8):762—74.

Christaki E, Anyfanti P, Opal SM. Immunomodaulatory therapy for sepsis: an update. Expert Rev Anti
Infect Ther. 2011; 9(11):1013-33.

Giamarellos-Bourboulis EJ, Raftogiannis M. The immune response to severe bacterial infections:
consequences for therapy. Expert Rev Anti Infect Ther. 2012; 10(3):369-80.

Jaffer U, Wade RG, Gourlay T. Cytokines in the systemic inflammatory response syndrome: a review.
HSR Proc Intensive Care Cardiovasc Anesth. 2010; 2(3):161-75.

52



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

Hoeksema M, van Eijk M, Haagsman HP, Hartshorn KL. Histones as mediators of host defense,
inflammation and thrombosis. Future Microbiol. 2016; 11(3):441-53.

Guimardes-Costa AB, Nascimento MTC, Wardini AB, Pinto-da-Silva LH, Saraiva EM. ETosis: A
Microbicidal Mechanism beyond Cell Death. J Parasitol Res. 2012; 2012:1-11.

Mao L, Mostafa R, Ibili E, Fert-Bober J. Role of protein deimination in cardiovascular diseases: potential
new avenues for diagnostic and prognostic biomarkers. Expert Rev Proteomics. 2021; 18(12):1059—
71.

Ait-Oufella H, Maury E, Lehoux S, Guidet B, Offenstadt G. The endothelium: physiological functions
and role in microcirculatory failure during severe sepsis. Intensive Care Med. 2010; 36(8):1286-98.

Xu J, Zhang X, Pelayo R, Monestier M, Ammollo CT, Semeraro F, et al. Extracellular histones are major
mediators of death in sepsis. Nat Med. 2009; 15:1318-21.

Sollberger G. Approaching Neutrophil Pyroptosis. J Mol Biol. 2022; 434(4):167335.
Chen KW, GroR CJ, Sotomayor FV, Stacey KJ, Tschopp J, Sweet MJ, et al. The Neutrophil NLRC4
Inflammasome Selectively Promotes IL-1B Maturation without Pyroptosis during Acute Salmonella

Challenge. Cell Rep. 2014; 8(2):570-82.

ShiH, GaoY, DongZ, YangJ. E, GaoR, Li X, et al. GSDMD-mediated cardiomyocyte pyroptosis promotes
myocardial I/R injury. Circ. Res., 2021; 129(3), 383-396.

Sudrez R, Buelvas N. El inflamasoma: mecanismos de activacion. Invest Clin., 2015; 56(1), 074-099.
Zeng C, Duan F, Hu J, Luo B, Huang B, Lou X, et al. NLRP3 inflammasome-mediated pyroptosis
contributes to the pathogenesis of non-ischemic dilated cardiomyopathy. Redox Biol., 2020; 34,

101523.

Carson WF, Kunkel SL. Regulation of cellularimmune responses in sepsis by histone modifications. Adv
Protein Chem Struct Biol. 2017; 106(1):191-225.

Silk E, Zhao H, Weng H, Ma D. The role of extracellular histone in organ injury. Cell Death Dis. 2017;
8(5):2812.

Beltran-Garcia J, Osca-Verdegal R, Garcia-Giménez JL, Pallardé F V. Oxidative stress leads to severe
phenotypes in sepsis through activation of NLRP3-pyroptosis. Redox Exp Med., 2022; 2022(1), 84-95.

Miao L, Clair D K S. Regulation of superoxide dismutase genes: implications in disease. Free Radic. Bio.
Med., 2009; 47(4), 344-356.

Zelko I. N, Mariani T. J, Folz R. J. Superoxide dismutase multigene family: a comparison of the Cuzn-
SOD (SOD1), Mn-SOD (SOD2), and EC-SOD (SOD3) gene structures, evolution, and expression. Free
Radic. Biol. Med., 2002; 33(3), 337-349.

Gebicka L, Krych-Madej J. The role of catalases in the prevention/promotion of oxidative stress. J.
Inorg. Biochem., 2019; 197, 110699.

53



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43,

44,

Handy D. E, Loscalzo J. The role of glutathione peroxidase-1 in health and disease. Free Radic. Biol.
Med., 2022; 188, 146-161.

Pérez-Cremades D, Bueno-Beti C, Garcia-Giménez JL, Ibaifez-Cabellos JS, Hermenegildo C, Pallardé F
V., et al. Extracellular histones disarrange vasoactive mediators release through a COX-NOS interaction
in human endothelial cells. J Cell Mol Med. 2017; 21(8):1584-92.

Ibafiez-Cabellos JS, Aguado C, Pérez-Cremades D, Garcia-Giménez JL, Bueno-Beti C, Garcia-Lopez EM,
et al. Extracellular histones activate autophagy and apoptosis via mTOR signaling in human endothelial
cells. Biochim Biophys acta Mol basis Dis. 2018; 1864(10):3234-46.

Beltrdn-Garcia J, Osca-Verdegal R, Pérez-Cremades D, Novella S, Hermenegildo C, Pallardd F V, et al.
Extracellular Histones Activate Endothelial NLRP3 Inflammasome and are Associated with a Severe
Sepsis Phenotype. J Inflamm Res. 2022; Volume 15:4217-38.

Beltran-Garcia J, Osca-Verdegal R, Nacher-Sendra E, Cardona-Monzonis A, Sanchis-Gomar F, Carbonell
N, et al. Role of non-coding RNAs as biomarkers of deleterious cardiovascular effects in sepsis. Prog
Cardiovasc Dis. 2021; 68:70-7.

Osca-Verdegal R, Beltran-Garcia J, Pallardd F V., Garcia-Giménez JL. Role of microRNAs As Biomarkers
in Sepsis-Associated Encephalopathy. Mol Neurobiol. 2021; 58(9):4682—93

Osca-Verdegal R, Beltran-Garcia J, Gérriz JL, Martinez Jabaloyas JM, Pallardd F V., Garcia-Giménez JL.
Use of Circular RNAs in Diagnosis, Prognosis and Therapeutics of Renal Cell Carcinoma. Front Cell Dev
Biol. 2022; 10(June):1-14.

Ishizaki T, Uehata M, Tamechika I, Keel J, Nonomura K, Maekawa M, et al. Pharmacological properties
of Y-27632, a specific inhibitor of rho-associated kinases. Mol Pharmacol. 2000; 57(5): 976—83.

Watanabe K, Ueno M, Kamiya D, Nishiyama A, Matsumura M, Wataya T, et al. AROCK inhibitor permits
survival of dissociated human embryonic stem cells. Nat Biotechnol. 2007; 25(6): 681-6.

Li X, Krawetz R, Liu S, Meng G, Rancourt, D. E. ROCK inhibitor improves survival of cryopreserved
serum/feeder-free single human embryonic stem cells. Hum Reprod 2009; 24(3): 580-9

XuY, Zhu X, Hahm H. S, Wei W, Hao E, Hayek A, et al. Revealing a core signaling regulatory mechanism
for pluripotent stem cell survival and self-renewal by small molecules. Proc Natl Acad Sci USA 2010;
107(18): 8129-34.

Ye L, Qiu L, Feng B, Jiang C, Huang Y, Zhang H, et al. Role of blood oxygen saturation during post-natal
human cardiomyocyte cell cycle activities. JACC Basic Transl. Sci., 2020; 5(5), 447-460.

Wamaitha S. E, Grybel K. J, Alanis-Lobato G, Gerri C, Ogushi S, McCarthy A, et al. IGF1-mediated human
embryonic stem cell self-renewal recapitulates the embryonic niche. Nat Commun, 2020; 11(1), 764

Garbern J. C, Helman A, Sereda R, Sarikhani M, Ahmed A, Escalante G. O, et al. Inhibition of mTOR
signaling enhances maturation of cardiomyocytes derived from human-induced pluripotent stem cells

via p53-induced quiescence. Circulation, 2020; 141(4), 285-300.

Kattman S. J, Huber T. L, Keller G. M. Multipotent flk-1+ cardiovascular progenitor cells give rise to the
cardiomyocyte, endothelial, and vascular smooth muscle lineages. Dev. Cell, 2006; 11(5), 723-732.

54



45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54,

55.

Meistermann D, Bruneau A, Loubersac S, Reignier A, Firmin J, Frangois-Campion, V, et al. Integrated
pseudotime analysis of human pre-implantation embryo single-cell transcriptomes reveals the
dynamics of lineage specification. Cell Stem Cell, 2021; 28(9), 1625-1640.

leda M, Fu, J. D, Delgado-Olguin P, Vedantham V, Hayashi Y, Bruneau B. G, et al. Direct reprogramming
of fibroblasts into functional cardiomyocytes by defined factors. Cell, 2010; 142(3), 375-386.

Selfa I. L, Gallo M, Montserrat N, Garreta E. Directed Differentiation of Human Pluripotent Stem Cells
for the Generation of High-Order Kidney Organoids. Program. Morphog. Methods Protoc. Methods
Mol. Biol, 2021; 171-192.

Shechter D, Dormann H. L, Allis C. D, Hake S. B. Extraction, purification and analysis of histones. Nat.
Protoc., 2007; 2(6), 1445-1457.

Vermes |, Haanen C, Steffens-Nakken H, Reutelingsperger C. A novel assay for apoptosis. Flow
cytometric detection of phosphatidylserine expression on early apoptotic cells using fluorescein
labelled Annexin V. J Immunol Methods. 1995; 184(1):39-51.

Prados J, Melguizo C, Marchal J. A, Velez C, Alvarez L, Aranega A. Inmunohistochemical analysis of the
changes in the a-actinin expression during cardiac chick development. Rev. chil. anat. 1998; 16(2):255-
261.

Ang Y. S, Rivas R. N, Ribeiro A. J, Srivas R, Rivera J, Stone N. R, et al. Disease model of GATA4 mutation
reveals transcription factor cooperativity in human cardiogenesis. Cell, 2016; 167(7), 1734-1749.

Shah, M, He, Z, Rauf A, Beikoghli Kalkhoran S, Heiestad, C. M, Stenslgkken K. O, et al. Extracellular
histones are a target in myocardial ischaemia—reperfusion injury. Cardiovasc Res, 2022; 118(4), 1115-
1125.

Osca-Verdegal R, Beltran-Garcia J, Paes AB, Nacher-Sendra E, Novella S, Hermenegildo C, et al. Histone
Citrullination Mediates a Protective Role in Endothelium and Modulates Inflammation. Cells, 2022;

11(24):4070.

Gao Y, Shi H, Dong Z, Zhang F, Sun A, Ge J. Current knowledge of pyroptosis in heart diseases. J. Mol.
Cell. Cardiol., 2022; 171, 81-89

Schulz E, Gori T, Miinzel T. Oxidative stress and endothelial dysfunction in hypertension. Hypertens
Res., 2011; 34(6):665—73.

55



