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Resumen

La Displasia Arritmogénica (DA) es una enfermedad hereditaria caracterizada por el
reemplazo progresivo del tejido cardiaco contractil por tejido fibro-adiposo, lo que genera
arritmias y puede llevar a la muerte del paciente. Es la segunda causa mas comun de muerte
subita en jovenes menores de 35 afios y representa el 20% de los casos de muerte subita en
esta poblacién. Su incidencia se estima entre 1:2000 y 1:5000, y se debe principalmente a
mutaciones en genes que codifican proteinas desmosomales: Placoglobina (PKG),
Placofilina-2 (PKP2), Desmoplaquina (DSP), Desmogleina-2 (DSG-2) y Desmocolina-2 (DSC-
2). Los desmosomas son complejos proteicos que desempefan un papel crucial en la
adhesion célula-célula y en la integridad estructural del tejido cardiaco. Las alteraciones en
cualquiera de estas proteinas desmosomales comprometen la cohesién celular, lo que
conduce a la desorganizacién sarcomeérica, alteraciones en la mecanotransduccién y un
remodelado patolégico del miocardio

En esta tesis nos centraremos en dos componentes fundamentales de los desmosomas:
PKG y PKP2. PKG desempefia un papel crucial en la adhesion célula-célula y en la
transduccién de senales. Estudios en modelos murinos han demostrado que la eliminacién de
PKG resulta en inviabilidad, atribuida a alteraciones criticas en el desarrollo cardiaco. En
contraste, en humanos, estas mutaciones no suelen ser letales. Por otro lado, PKP2 es el gen
mas frecuentemente mutado en pacientes con DA. PKP2 es vital para la estabilidad mecanica
de las células cardiacas, ya que actua como un puente que conecta las proteinas de adhesion
transmembrana con la DSP y a su vez con la red de filamentos intermedios. Las mutaciones
en PKP2 provocan una disfuncion desmosomal que afecta la cohesién celular y altera la
sefalizacion intracelular, lo que conduce a una remodelacion patolégica del miocardio.

El objetivo general de esta tesis es modelar in vitro la DA mediante la generacion de lineas
de células madre pluripotentes inducidas (CMPi) portadoras de variantes asociadas a esta
cardiopatia y su posterior diferenciacién en cardiomiocitos. A través de estos modelos in vitro,

buscamos recrear las caracteristicas patolégicas asociadas a la enfermedad, facilitando el



estudio de sus mecanismos moleculares y celulares subyacentes. Nuestra hipétesis es que
la incorporacion de mutaciones especificas en las CMPi, utilizando el sistema de edicién
genética CRISPR/Cas9, posibilitara la generacion de modelos celulares que reproducen
fielmente los rasgos de la DA. Este enfoque permitira establecer una plataforma experimental
para evaluar el impacto funcional de las mutaciones identificadas en pacientes y explorar
potenciales estrategias terapéuticas.

Para ello, se generaron lineas de CMPi editadas con mutaciones especificas en PKG y
PKP2. Se diseharon ARNg dirigidos al exén 1 del gen de PKG para generar dos lineas de
CMPi knock-out (PKG-KO-01, PKG-KO-02) y al exén 3 del gen de PKP2 para generar una
linea knock-out (PKP2-KO-01) y otra con una variante de significado incierto reportada en
pacientes (PKP2-SF)]. El disefio experimental consistio en diferenciar estas CMPi editadas a
cardiomiocitos para caracterizar el posible efecto de las variantes introducidas, analizando la
adhesion celular, organizacion sarcomeérica, ultraestructura cardiaca, predisposicion a la
acumulacion lipidica y funcionalidad contractil.

En el primer capitulo, se optimizé el protocolo para la obtencién de lineas de CMPi clonales
editadas en homocigosis mediante CRISPR/Cas9. Con esta estrategia consolidamos la linea
PKG-KO-01. Si bien se evalué la capacidad de diferenciacién a cardiomiocitos de esta linea,
luego se determind que la misma tenia una aberracién cromosomica detectando presencia de
un isocromosoma del brazo corto del cromosoma 12. Por este motivo los resultados obtenidos
de esta linea celular fueron desestimados, aunque este hallazgo consolido la importancia de
monitorear la estabilidad gendmica en todas las lineas celulares editadas genéticamente en
el laboratorio.

En el segundo capitulo, se generd una nueva linea de CMPi knock-out para PKG (PKG-
KO-02) y también una knock-out para PKP2 (PKP2-KO-01). Los analisis mediante citometria
de flujo e inmunofluorescencia confirmaron que ambas lineas celulares editadas fueron
capaces de diferenciarse a cardiomiocitos. Ademas, se incorporé un protocolo de maduracion
de cardiomiocitos para permitir la obtencion de cardiomiocitos mas similares a los adultos. El

estudio de alineamiento del citoesqueleto de estos cardiomiocitos maduros mostré



alteraciones en las lineas editadas, con una disminucion progresiva del orden estructural en
cardiomiocitos PKG-KO-02 y PKP2-KO-01 en comparacién con cardiomiocitos wild-type.
Ademas, estudios de ultraestructura mediante microscopia electrénica de transmision reveld
sarcémeros mas cortos y una menor cantidad de desmosomas en los cardiomiocitos knock-
out, indicando un impacto claro en la integridad estructural de estas células. Los resultados
mostraron que la falta de estas proteinas desmosomales provoca cambios estructurales
significativos en los cardiomiocitos.

En el ultimo capitulo, se utilizé este modelo para investigar la potencial patogenicidad de
una mutacion previamente reportada en pacientes, pero clasificada como de significado
incierto. Para ello se genero por recombinacion homologa mediada por CRISPR/Cas9 la linea
de CMPi PKP2-SF con la variante p.S140F. Esta linea fue exitosamente diferenciada a
cardiomiocitos, los cuales fueron incubados en medio pro-adipogénico al igual que los
cardiomiocitos PKP2-KO-01. Lo que se observé fue una mayor acumulacion lipidica respecto
a cardiomiocitos wild-type. Para evaluar la funcionalidad, también se cuantificé la
contractilidad celular utilizando un software de procesamiento de video. Este ensayo mostré
igual frecuencia de contraccion entre los grupos, pero una disminucién en la velocidad de
contraccién en cardiomiocitos PKP2-KO-01 maduros, en comparaciéon con cardiomiocitos
Wild-Type. Si bien esta disminucion no fue tan evidente en cardiomiocitos PKP2-SF, se puede
observar que hay una mayor cantidad de cardiomiocitos PKP2-SF con menor velocidad de
contraccion que el control. Tanto la acumulacion lipidica como alteraciones en la contraccién
son fenotipos compatibles con alteraciones observadas en modelos de DA.

Este estudio valida el uso de modelos basados en CMPi y edicion genética para el estudio
de mutaciones en enfermedades cardiacas hereditarias, proporcionando una plataforma
experimental robusta para la evaluaciéon funcional de variantes de significado incierto.
Ademas, estos modelos representan una herramienta fundamental para la identificacién de
nuevos mecanismos patogénicos y el desarrollo de estrategias terapéuticas dirigidas,

contribuyendo a mejorar la comprension y el manejo clinico de la DA.



Abstract

Arrhythmogenic Dysplasia (AD) is an inherited disease characterized by the progressive
replacement of contractile cardiac tissue with fibro-adipose tissue, which leads to arrhythmias
and may result in patient death. It is the second most common cause of sudden death in
individuals under 35 years of age, accounting for 20% of sudden death cases in this
population. Its incidence is estimated at 1:2000 to 1:5000 and is primarily caused by mutations
in genes encoding essential desmosomal proteins: plakoglobin (PKG), plakophilin-2 (PKP2),
desmoplakin (DSP), desmoglein-2 (DSG-2), and desmocollin-2 (DSC-2). Desmosomes are
protein complexes that play a crucial role in cell-cell adhesion and the structural integrity of
cardiac tissue. Alterations in any of these desmosomal proteins compromise cellular cohesion,
leading to sarcomeric disorganization, impaired mechanotransduction, and pathological
remodeling of the myocardium.

This thesis focuses on two fundamental desmosomal components: PKG and PKP2. PKG
is critical for cell-cell adhesion and signal transduction. Studies in murine models have
demonstrated that PKG ablation results in embryonic lethality, attributed to critical alterations
in cardiac development. In contrast, loss-of-function mutations in PKG are not typically lethal
in humans. PKP2, on the other hand, is the most frequently mutated gene in patients with AD.
It is vital for the mechanical stability of cardiac cells, acting as a bridge connecting
transmembrane adhesion proteins to DSP, and subsequently to the intermediate filament
network. Mutations in PKP2 lead to desmosomal dysfunction, affecting cellular cohesion and
altering intracellular signaling, which in turn causes pathological myocardial remodeling.

The overall objective of this thesis is to model AD in vitro by generating lines of induced
pluripotent stem cells (iPSCs) harboring variants associated with this cardiomyopathy and
subsequently differentiating them into cardiomyocytes. Through these in vitro models, we aim
to recapitulate the pathological features of the disease, thereby facilitating the study of its
underlying molecular and cellular mechanisms. Our hypothesis is that incorporating specific

mutations into iPSCs using the CRISPR/Cas9 gene editing system will enable the creation of



cellular models that faithfully reproduce the characteristics of AD. This approach will establish
an experimental platform to evaluate the functional impact of mutations identified in patients
and to explore potential therapeutic strategies.

To this end, iPSC lines were generated with targeted mutations in PKG and PKP2. Guide
RNAs (gRNAs) targeting exon 1 of the PKG gene were designed to create two knock-out iPSC
lines (PKG-KO-01, PKG-KO-02), while gRNAs targeting exon 3 of the PKP2 gene were used
to generate one knock-out line (PKP2-KO-01) and another carrying a variant of uncertain
significance reported in patients (PKP2-SF). The experimental design involved differentiating
these edited iPSCs into cardiomyocytes to characterize the potential effects of the introduced
variants by analyzing cell adhesion, sarcomeric organization, cardiac ultrastructure,
predisposition to lipid accumulation, and contractile functionality.

In the first chapter, the protocol for obtaining clonal iPSC lines edited in homozygosity via
CRISPR/Cas9 was optimized, leading to the establishment of the PKG-KO-01 line. Although
its differentiation potential into cardiomyocytes was evaluated, subsequent transcriptomic
analysis (RNA-seq) revealed a chromosomal aberration—specifically, the presence of an
isochromosome of the short arm of chromosome 12. Consequently, the results obtained from
this cell line were disregarded, although this finding underscored the importance of monitoring
genomic stability in all gene-edited cell lines.

In the second chapter, a new PKG knock-out iPSC line (PKG-KO-02) and a PKP2 knock-
out line (PKP2-KO-01) were generated. Flow cytometry and immunofluorescence analyses
confirmed that both edited cell lines were capable of differentiating into cardiomyocytes.
Additionally, a cardiomyocyte maturation protocol was incorporated to obtain cells more
representative of the adult phenotype. Analysis of the cytoskeletal alignment in these mature
cardiomyocytes revealed alterations in the edited lines, with a progressive decrease in
structural order observed in PKG-KO-02 and PKP2-KO-01 cardiomyocytes compared to wild-
type cells. Moreover, transmission electron microscopy studies showed shorter sarcomeres

and fewer desmosomes in the knock-out cardiomyocytes, indicating a clear impact on their



structural integrity. The results demonstrate that the absence of these desmosomal proteins
leads to significant structural changes in cardiomyocytes.

In the final chapter, this model was used to investigate the potential pathogenicity of a
mutation previously reported in patients but classified as of uncertain significance. For this
purpose, the PKP2-SF iPSC line was generated via CRISPR/Cas9-mediated homologous
recombination, introducing the p.S140F variant. This line was successfully differentiated into
cardiomyocytes, which were then incubated in a pro-adipogenic medium alongside PKP2-KO-
01 cardiomyocytes. The PKP2-SF cardiomyocytes exhibited a greater accumulation of lipids
compared to wild-type cells. To assess functionality, cellular contractility was quantified using
video processing software. This assay revealed a similar contraction frequency across groups,
but a decrease in contraction velocity in mature PKP2-KO-01 cardiomyocytes relative to wild-
type. Although the reduction was less pronounced in PKP2-SF cardiomyocytes, a higher
proportion of these cells exhibited reduced contraction velocity compared to the control. Both
increased lipid accumulation and contractile alterations are phenotypes consistent with those
observed in AD models.

This study validates the use of iPSC-based models and gene editing for investigating
mutations in inherited cardiac diseases, providing a robust experimental platform for the
functional evaluation of variants of uncertain significance. Furthermore, these models
represent a crucial tool for identifying new pathogenic mechanisms and developing targeted
therapeutic strategies, ultimately enhancing our understanding and clinical management of

AD.
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1. Introduccion

En esta tesis doctoral se abordaran los aspectos celulares y moleculares de una
enfermedad genética cardiaca mediante un modelo in vitro. Para ello, se utilizaran células
madre pluripotentes humanas como punto de partida, las cuales seran diferenciadas a
cardiomiocitos, permitiendo el estudio detallado de las alteraciones subyacentes en esta
patologia.

El enfoque de este trabajo se fundamenta en la aplicacion de técnicas avanzadas de
biologia celular y molecular, integrando tecnologias emergentes en el campo de las células
madre y la edicion génica. En primer lugar, se proporcionara un marco teérico que incluye los
conceptos clave necesarios para comprender los fundamentos de la enfermedad estudiada,
el papel de las células madre en modelos de enfermedad, los mecanismos de diferenciacion
celular hacia cardiomiocitos y la metodologia de ingenieria genética utilizada. Este apartado
tedrico servird como base para contextualizar la hipotesis planteada vy justificar los objetivos

perseguidos.

1.1. Células Madre

Las células madre son células indiferenciadas que poseen dos caracteristicas
fundamentales: la capacidad de autorrenovacion (pueden replicarse a si mismas de manera
indefinida) y la capacidad de diferenciacion (pueden generar progenie destinada a convertirse
en distintos tipos celulares). Estas propiedades son controladas por su entorno o nicho, donde
un grupo de células se divide simétricamente para mantener la poblacién indiferenciada,
mientras que otro grupo da lugar a descendientes que se especificaran [1].

El proceso de diferenciacion implica que las células madre experimentan cambios
fenotipicos bajo la influencia de estimulos especificos y su especializacién para cumplir una

funcién determinada dentro del organismo. Una forma de clasificar las células madre sera
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dada por el potencial que tienen para diferenciarse en diversas poblaciones de células,
encontrando dentro de ellas a las células madre totipotentes, pluripotentes, multipotentes y
unipotentes (Figura 1) [2].

- Células totipotentes: Como el cigoto, son capaces de generar tanto tejidos
embrionarios como extraembrionarios, lo que las convierte en las células con el mayor
potencial de diferenciacion.

- Células madre pluripotentes: Estas células pueden diferenciarse en los tres linajes
embrionarios (ectodermo, mesodermo y endodermo), y, por lo tanto, pueden generar todos
los tipos de células presentes en un organismo adulto. Sin embargo, no pueden formar tejidos
extraembrionarios como la placenta.

- Células madre multipotentes: Tienen un potencial de diferenciacidon mas limitado y sélo
pueden generar tipos de células especificas dentro de un solo linaje embrionario. Se
encuentran en varios érganos y tejidos del organismo adulto, donde participan en la
regeneracion y reparacion de tejidos, manteniendo la integridad y funcién de los érganos a lo
largo de la vida.

- Células unipotentes: Estas células tienen la capacidad de dar origen Unicamente a un

tipo de célula especializada, aunque mantienen la habilidad de dividirse y autorrenovarse.
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Figura 1. Esquema con tipos de células madre y su potencial de diferenciacion. Las células

madre pluripotentes tienen la capacidad de diferenciarse a células de las tres capas germinales.

En los ultimos afos, el estudio de las células madre pluripotentes y sus procesos de
diferenciacién han proporcionado también avances significativos en el estudio del desarrollo
embrionario humano. Esto se logré luego de que las células madre pluripotentes hayan podido
ser aisladas y mantenidas in vitro donde pueden ser propagadas indefinidamente vy
diferenciadas a células de tejidos especificos. Por otro lado, la medicina regenerativa

utilizando células madre se ha propuesto como una alternativa para la reparacién de tejidos y



organos dafados como consecuencia de enfermedades o injurias. Ademas de su potencial
en terapias regenerativas, se han podido utilizar para el modelado in vitro de enfermedades.

La combinacién de estas células con tecnologias emergentes como la edicion genética ha
hecho que las investigaciones basadas en células madre pluripotentes sean cada vez mas
prometedoras y ofrezcan un gran potencial en diversas areas, desde la medicina regenerativa
hasta la investigacion de enfermedades. Es por eso que en esta tesis nos centraremos en el

uso de células madre pluripotentes.

1.1.1. Células Madre Pluripotentes

Luego de la fecundacion, se forma el cigoto, el cual comienza a dividirse para dar origen a
un embridon multicelular. Tras alcanzar el estadio de 16 células, conocido como moérula, el
embrién progresa hacia el estadio de blastocisto, que estd compuesto por dos estructuras
principales: la masa celular interna (MCI) y el trofoblasto, una capa externa de células que se
desarrollara en los tejidos extraembrionarios, como la placenta. En este contexto, las células
de la MCI poseen el potencial de convertirse en cualquier tipo celular del organismo, pero no
en tejidos extraembrionarios, lo que las clasifica como células pluripotentes [3].

La pluripotencia de las células madre esta regulada por dos mecanismos clave: el
mantenimiento de su capacidad de autorrenovacion y la inhibicién de la diferenciacion hacia
cualquier otro tipo celular. Dentro de la MCI, se establece un circuito de regulacién genética,
donde factores de transcripcion esenciales como OCT3/4, SOX2 y NANOG desempefian un
papel crucial en la promocion de la pluripotencia. Estos factores permiten que las células
pluripotentes se mantengan en un estado indiferenciado [4].

En 1998 James Thomson y sus colaboradores lograron aislar, cultivar y propagar células
derivadas de la MCI obteniendo asi las primeras células madre pluripotentes embrionarias
humanas (CMEh). Estas CMEh se convirtieron en una herramienta clave en la investigacion

del desarrollo embrionario y la medicina regenerativa [5]. Sin embargo, el origen de estas
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células conlleva controversias éticas, al derivar de embriones humanos, que limitan su
utilizacion.

La investigacién en células madre y la busqueda de alternativas a las CMEh llevé a un
avance revolucionario en 2006, cuando Shinya Yamanaka y su equipo lograron reprogramar
células somaticas adultas a un estado pluripotente mediante la expresion exégena de cuatro
factores de transcripcién: OCT4, SOX2, KLF4 y ¢c-MYC [6]. Este proceso, denominado
reprogramacion celular, consiste en la desdiferenciacion de células somaticas adultas, como
fibroblastos, para generar CMP denominadas CMP inducidas (CMPi). Las CMPi presentan
caracteristicas fenotipicas similares a las CMEh, incluyendo su capacidad de autorrenovacion
y diferenciacion, lo que las ha convertido en una valiosa herramienta para la investigacion y
el modelado de enfermedades in vitro [7].

Esta tecnologia ha permitido obtener cultivos de CMPi portadoras de mutaciones genéticas
que causan enfermedad para modelar la patologia in vitro, lo que permite estudiar los
mecanismos subyacentes de la misma, descubrir nuevos farmacos y desarrollar terapias
regenerativas innovadoras. Asi fue como se abrieron nuevas posibilidades en la medicina
personalizada, ofreciendo un enfoque prometedor para el tratamiento de enfermedades

genéticas y degenerativas.

1.1.2. Diferenciacion de las células madre pluripotentes

Las CMP tienen la capacidad unica de diferenciarse en los tres linajes embrionarios
principales: ectodermo, mesodermo y endodermo (Figura 1). Cada uno de estos linajes da
origen a diferentes tipos de tejidos y dérganos en el cuerpo humano. Las CMP pueden ser
utilizadas como modelo para estudiar los mecanismos moleculares implicados en el desarrollo
embrionario o como fuente de células diferenciadas de dificil obtencion a partir de muestras
biolégicas, tales como los cardiomiocitos. Para ello es necesario diferenciar in vitro estas

células al linaje celular de estudio. Para conseguir la diferenciacion de las CMP se busca
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recapitular lo que ocurre durante el desarrollo y recrear las sefiales que reciben las células y
las conducen hacia linajes celulares especificos.

Los protocolos de diferenciaciéon se basan en tres estrategias. El primero, cultivar las
células en agregados celulares, conocidos como cuerpos embrioides o EBs (del inglés
Embryoid Bodies); la segunda implica el co-cultivo de las células pluripotentes con células
estromales murinas; la tercera consiste en la diferenciacion de las células crecidas en
adhesién sobre proteinas de la matriz extracelular [8].

El proceso de diferenciacion de las CMP hacia estos linajes embrionarios esta regulado
por una red compleja de senales moleculares y factores de transcripcion. Dependiendo de las
sefales especificas que reciban, las CMP activan diferentes rutas de sefalizacién, lo que les
permite adoptar identidades especificas y desarrollar los tipos celulares necesarios para cada
tejido.

Las CMP, luego de diferenciarse en una primera instancia a sus precursores de la capa
germinal correspondiente, pueden ser diferenciadas a células adultas. Existen diferentes
protocolos para guiar la diferenciacion de las CMP hacia diferentes linajes. Puntualmente, los
estudios de la diferenciacion de CMP a cardiomiocitos han aportado gran parte del

conocimiento que se tiene hoy en dia acerca del desarrollo cardiaco humano [9]

1.2. Desarrollo Cardiaco Humano

Para comprender los mecanismos involucrados de la diferenciacién de las CMP a
cardiomiocitos es importante primero describir y entender lo que sucede en el desarrollo del
corazon humano. El desarrollo del corazén humano es un proceso sumamente complejo y
orquestado de manera precisa, regulado por muchos genes y cascadas de sefalizacién que
controlan los cambios genéticos y morfolégicos, que comienza en las primeras etapas del
desarrollo embrionario y continia hasta la formacién de un érgano funcional capaz de
bombear sangre por todo el cuerpo. El sistema circulatorio es el primer sistema en adquirir

funcionalidad durante el desarrollo embrionario, lo que refleja su funcion vital en el suministro
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de oxigeno y nutrientes a los diversos tejidos del organismo, tanto durante el desarrollo como
a lo largo de la vida [10].

El proceso de cardiogénesis inicia poco después de la gastrulacién, cuando las células del
mesodermo se diferencian para formar el campo cardiogénico primario, donde surgiran las
primeras estructuras cardiacas. El embrion humano de 21 dias ya presenta dos tubos
cardiacos en las hojas viscerales de la placa cardiogénica, uno a cada lado. Los
cardiomiocitos que forman estos tubos comienzan a contraerse durante la tercera semana del
desarrollo, luego de que se conectan los primeros vasos sanguineos. Posteriormente los
tubos se fusionan en una sola estructura central. El tubo cardiaco central sufrira luego una
serie de plegamientos y rotaciones hasta adquirir la forma del 6rgano adulto (Figura 2) [11, p.
3], [12]. Los primeros latidos del corazén se deben a la presencia de cardiomiocitos, los cuales
estan coordinados para contraerse en conjunto con el fin de bombear sangre y nutrientes
alrededor del embrién en desarrollo. El papel crucial de los cardiomiocitos en garantizar el
correcto funcionamiento del corazén que se mantiene a lo largo de toda la vida [13].

La importancia de estudiar el desarrollo cardiaco humano radica en la alta prevalencia de
las enfermedades del corazén, siendo las cardiopatias congénitas los defectos hereditarios
mas comunes a nivel mundial [14]. Comprender en mayor profundidad los mecanismos
subyacentes al desarrollo de estas patologias es fundamental, ya que permite no solo
identificar factores de riesgo y posibles causas genéticas, sino también avanzar en la creacién
de estrategias preventivas y terapéuticas mas efectivas. Ampliar este conocimiento es
esencial para desarrollar nuevas tecnologias y enfoques de tratamiento que puedan reducir
significativamente la carga de estas enfermedades y mejorar la calidad de vida de los

pacientes.
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1.2.1. Estructura del corazon

La formacion del corazén en los mamiferos esta regulada por la interaccion entre las
principales vias de sefializacion del desarrollo, un conjunto cada vez mas especifico de
factores de transcripcion cardiacos, asi como otros reguladores transcripcionales. El corazon
de cuatro camaras esta compuesto por las auriculas izquierda y derecha, los ventriculos
izquierdo y derecho (los componentes miocardicos), el epicardio (la capa epitelial externa del
corazén) y el endocardio (la capa endotelial interna del corazén). Los principales tipos
celulares del corazon incluyen los cardiomiocitos, las células de conduccion cardiaca, los
fibroblastos cardiacos, las células musculares lisas vasculares (predominantemente dentro
del miocardio) y las células endoteliales (predominantemente dentro del miocardio y del
endocardio). El linaje de cardiomiocitos esta altamente especializado, consistiendo en varios

subtipos definidos tanto por su ubicacion como por su funcion [13].

1.2.2. Mesodermo cardiaco

La mayoria de las lineas celulares cardiacas surgen del mesodermo, una de las tres capas
germinales diferenciadas a partir de la masa celular interna tras la gastrulacion [15], [16]. La
induccién de la formacién del mesodermo y su posterior especificacion en mesodermo
cardiaco y poblaciones distintas de células progenitoras cardiacas esta controlada
principalmente por tres familias de moléculas de sefializacion extracelular: las integradas de
wingless (Wnt), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y los ligandos de la superfamilia
del factor de crecimiento transformante-beta (TGF(), que incluyen Wnt3a, la proteina
morfogenética 6sea 4 (BMP4), Nodal y activina A. Estos ligandos forman gradientes que,
segun el contexto espacio-temporal, activan o inhiben las sefiales en las células subyacentes,
especificando el campo cardiaco mediante eventos transcripcionales que activan factores

especificos del corazén en células mesodérmicas definidas [16].
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El desarrollo cardiaco implica multiples reservas de progenitores, principalmente derivadas
de células mesodérmicas (Mesp1)*, incluyendo el primer campo cardiaco (FHF, por sus siglas
en inglés First Heart Field) y el segundo campo cardiaco (SHF, Second Heart Field). El FHF
inicia la formacion del corazén, formando una estructura en forma de media luna que se
convierte en el tubo cardiaco primitivo, el cual comienza a contraerse para bombear sangre y
nutrientes. El SHF, ubicado posteriormente al FHF, migra hacia el tubo cardiaco para apoyar
su crecimiento, contribuyendo al ventriculo derecho, partes de las auriculas y el tracto de
salida (OFT, del inglés Outflow Tract) [17].

La sefalizacion Wnt/B-catenina es crucial en las primeras etapas del desarrollo cardiaco,
con su activacion apoyando la formacién de la linea primitiva y el mesodermo, mientras que
su inhibicion permite la especificacion de los progenitores cardiacos. En etapas posteriores,
la sefalizacion activa de Wnt regula la expansion de los progenitores del SHF. Otras vias,
incluyendo FGF, BMP, Hedgehog, Notch y Wnt no candnica, también modulan el desarrollo y
diferenciacion de los progenitores cardiacos [18], [19], [20].

Otros contribuyentes incluyen el 6rgano proepicardico (PEO, del inglés Proepicardial
Organ) y las células de la cresta neural cardiaca (CNCCs, del inglés Cardiac Neural Crest
Cells). EI PEO se desarrolla cerca del polo venoso del tubo cardiaco y contribuye al
revestimiento externo del corazon, mientras que las CNCCs migran desde el tubo neural para
contribuir a la inervacion parasimpatica, la formacién de valvulas y el modelado y tabicacion
del OFT. En conjunto, estas fuentes de progenitores establecen los distintos compartimentos

y la funcionalidad del corazén adulto [21], [22] (Figura 2).
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Figura 2. Desarrollo cardiaco en el embrién de ratdn como modelo de mamifero. El desarrollo
cardiaco comienza en la gastrulacién con la especificacion de los progenitores cardiacos en el
mesodermo lateral. EI mesodermo cardiaco migra anteriormente y forma el campo cardiogénico. Los
progenitores cardiacos migran hacia la linea media donde forman un tubo cardiaco lineal. En este
momento, las células comienzan a contraerse. El tubo cardiaco sufre una torsién y rotacion
acompanada de proliferacion de las células y adquiere asimetria en el eje derecha-izquierda. Mediante
el correcto tabicamiento, el tubo cardiaco desarrolla las cuatro camaras. MCI: masa celular interna, MF:
mesodermo faringeo, TCP: tubo cardiaco primitivo, PV: polos venosos, VD: ventriculo derecho, VI;
ventriculo izquierdo, AD: auricula derecha, Al: auricula izquierda, TP: tronco pulmonar, AO: aorta, VCS:

vena cava superior, VCI: vena cava inferior, EPC: epicardio (Adaptado de [13]).

1.2.3. Estructura del Tejido Muscular Cardiaco

El musculo cardiaco esta formado principalmente por cardiomiocitos. Estas células son
rectangulares y ramificadas que tipicamente contienen un solo nucleo ubicado en el centro,
pero en algunas células es posible encontrar dos 0 mas nucleos. Los cardiomiocitos poseen
muchas mitocondrias para producir grandes cantidades de trifosfato de adenosina y
mioglobina para almacenar oxigeno y satisfacer las demandas de la contraccién muscular.

El sarcomero es la unidad basica de contraccién en los cardiomiocitos. La organizacion de
los filamentos gruesos y delgados se superponen dentro del sarcomero de la célula
produciendo una apariencia estriada cuando se observa al microscopio. Esta caracteristica
visual consiste en bandas A gruesas y oscuras (que se corresponden con la superposicion de
los filamentos de actina y miosina) con una zona H relativamente clara en el centro y bandas
I mas claras (que corresponden solo a los filamentos de actina) con una linea Z central oscura
que conecta los filamentos de actina. La titina conecta la linea Z con la linea M y contribuye a
las propiedades elasticas y a la produccién de fuerza del sarcomero a través de su region
extensible en la banda |. El acortamiento coordinado del sarcémero produce la contraccion

del cardiomiocito. A la membrana plasmatica de las células musculares estriadas se le llama
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sarcolema, la cual, en mamiferos, se invagina para formar los tubulos transversales, con un
diametro de unos 5 a 20 nm (Figura 3).

Los cardiomiocitos adyacentes estan unidos en sus extremos por discos intercalares (DI).
Dentro del disco intercalar, hay tres tipos diferentes de uniones celulares: uniones adherentes
(“Adherens Junctions”, AJs), desmosomas y uniones de hendidura (“Gap Junctions”, GJs). El
lado transversal de los discos intercalados corre perpendicular a las fibras musculares en las
lineas Z y proporciona un componente estructural a través de las conexiones de AJs y
desmosomas. El lado lateral de los discos contiene GJs que permiten la comunicacion
intercelular al facilitar el paso de iones de un cardiomiocito a una célula vecina sin tener que
ser excretados primero en el espacio extracelular. La baja resistencia de las GJs permite que
la despolarizacion se propague rapidamente a través del sincitio, lo que facilita la transmisién
rapida de potenciales de accion para producir una contraccién sincronizada de los
cardiomiocitos al unisono [23].
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Figura 3. Anatomia del sarcémero cardiaco. Diagrama de la organizacién basica del sarcomero.

1.2.3.1. Tipos celulares en el tejido cardiaco:

- Los cardiomiocitos son las principales células contractiles responsables de bombear
sangre por todo el cuerpo. Se caracterizan por su apariencia estriada y estan conectados de
manera estrecha mediante discos intercalados, que permiten la contraccién sincronizada

- Las células marcapasos y de conduccion, ubicadas en estructuras como el nodo
sinoauricular (SA) y el nodo auriculoventricular (AV), generan y propagan impulsos eléctricos
que establecen y mantienen el ritmo cardiaco. Estas células aseguran que el corazon lata de

manera coordinada y ritmica, permitiendo un flujo sanguineo eficiente.
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- Las células musculares lisas vasculares (SMCs) se encuentran en las paredes de las
arterias y venas coronarias, donde controlan el diametro de los vasos sanguineos y regulan
la presion y el flujo sanguineo dentro del sistema circulatorio propio del corazén. A través de
su contraccion y relajacién, contribuyen al tono vascular y ayudan a mantener un suministro
sanguineo estable a los tejidos cardiacos.

- Las células endoteliales (ECs) recubren la superficie interior de los vasos sanguineos
y las camaras del corazén, formando una barrera entre la sangre y los tejidos cardiacos.
Desempenan un papel fundamental en el control del paso de materiales, en el mantenimiento
de la fluidez sanguinea y en la regulacion del tono vascular. Ademas, las células endoteliales
liberan factores que facilitan la dilataciéon y contraccion de los vasos, contribuyendo a la

homeostasis cardiovascular y protegiendo al corazén de la inflamacién y el dafio.

1.2.4. Discos Intercalares

En la presente tesis le daremos especial atencién a la estructura y funcion de los discos
intercalares. El DI cardiaco es una estructura altamente especializada y regulada que conecta
a los cardiomiocitos adyacentes en el corazén. El DI desempefia un papel crucial en el
funcionamiento del corazén, ya que facilita la comunicaciéon y proporciona estabilidad
mecanica entre los cardiomiocitos. Proporcionan la resistencia estructural necesaria para que
los cardiomiocitos soporten el intenso estrés mecanico generado por cada latido del corazon
y no se separen. Ademas, los DI desempenan un papel fundamental al permitir la rapida
propagacion de senales eléctricas, asegurando que las células musculares del corazén se
contraigan de manera sincronizada. Esta conectividad eléctrica es crucial para mantener el
bombeo ritmico y eficiente de sangre (Figura 4) [24].

Cualquier alteracion en la estructura o funcién de los DI puede provocar problemas cardiacos.
Tal es el caso de mutaciones en las proteinas que forman los desmosomas que estan
asociadas a conexiones celulares debilitadas y pueden causar arritmias o insuficiencia
cardiaca. Ademas, las uniones de hendidura deterioradas pueden provocar contracciones

desincronizadas, aumentando el riesgo de arritmias [25].
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1.2.4.1. Estructura y Componentes de los Discos Intercalares

-+ Desmosomas: El desmosoma es un anclaje celular robusto, denso y simétrico
que proporciona soporte estructural a los cardiomiocitos y a otros tejidos sometidos a
fuertes fuerzas mecanicas, como los epitelios. Aunque las uniones adherentes
también transmiten fuerzas al citoesqueleto, los desmosomas son mas resistentes
gracias a su conexion con los filamentos intermedios de desmina (DES), que son
mecanicamente resilientes. Esta estructura esta compuesta por 5 proteinas
desmosomales: Placoglobina (PKG o JUP), Placofilina 2 (PKP2), Desmoplaquina
(DSP), Desmocolina 2 (DSC2) y Desmogleina 2 (DSG2). El estado de hiperadhesién
de los desmosomas, cuando las proteinas DSC2 y DSG2 estan unidas, depende de
la presencia de iones de calcio. Ademas, las proteinas desmosomales pueden
participar en vias de sefalizacion, influyendo en la expresion de genes relacionados
con la proliferacién y diferenciacion celular, la morfogénesis tisular y la cicatrizacion
de heridas [26].

-+ Uniones adherentes (AJs): Las AJs son el anclaje principal de las miofibrillas y
conecta los filamentos de actina de células adyacentes, lo que permite que las células
mantengan su forma bajo estrés mecanico. La proteina transmembrana N-cadherina
(CDH2 o N-Cadh) es el principal componente de las AJs. Esta se homodimeriza con
otras N-Cadh de células adyacentes en el espacio extracelular, formando una especie
de "cremallera" intercelular. Este mecanismo proporciona especificidad tisular durante
el desarrollo, permitiendo que las células interactien uUnicamente con otras que
expresan la misma cadherina [24], [27].

-+ Uniones de hendidura (GJs): Las GJs son una aglomeracion de multiples
canales individuales de union de hendidura asociados con proteinas. Estas permiten
el acoplamiento electrometabdlico, facilitando la propagacion de potenciales de accién
y el paso de pequenos solutos entre células. En general, las GJs estan compuestas

por doce moléculas de conexina: seis moléculas forman un conexdn en la membrana
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y se conectan con un conexén de la membrana opuesta. En los cardiomiocitos

ventriculares, la conexina 43 (Cx43) es la mas prevalente [24].
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Figura 4. Esquema de la estructura y composicion de los DI cardiacos. El DI alberga complejos
moleculares necesarios tanto para la adhesion intercelular como para la sincronizacién eléctrica
eficiente del corazon. Las moléculas clasicamente identificadas como pertenecientes a un complejo en
particular (por ejemplo, las uniones gap o los desmosomas) pueden interactuar y regular otros
componentes, de manera que, en lugar de ser una suma de conglomerados moleculares separados e
independientes, el disco intercalar constituye una unica unidad funcional (un “conexoma”). [Adaptado

de [28]].

1.3. Diferenciacion cardiaca de CMP in vitro

Una vez comprendidas las vias de sefalizacién y los procesos involucrados en el desarrollo
del corazén describiremos como podemos obtener cardiomiocitos funcionales a partir de la

diferenciacion de CMPs.

31


https://www.zotero.org/google-docs/?KLNuwf
https://www.zotero.org/google-docs/?CxkxXx

Las CMPs, tanto embrionarias como inducidas, pueden ser dirigidas in vitro para
convertirse en cardiomiocitos a través de un proceso que replica los eventos clave de la
cardiogénesis in vivo, basados en el conocimiento adquirido sobre las sefales bioldgicas
necesarias para el desarrollo cardiaco.

El protocolo utilizado en nuestro laboratorio fue desarrollado por Lian y colaboradores en
2013 y se basa en el rol bifasico de la via de Wnt (Figura 5) [29], [30]. En el mismo, el proceso
de diferenciacion es guiado mediante la exposicion de las CMP a una combinacién de factores
de crecimiento y sefiales moleculares que imitan el desarrollo cardiaco embrionario mediante
un proceso secuencial:

- Induccion mesodérmica: El primer paso es guiar a las CMP hacia el linaje
mesodérmico, del cual derivan las células cardiacas. Durante las primeras 24 horas se activa
la via de sefializacion de Wnt en estas células. Esta activacion estda dada por ligandos
canédnicos, como WNT3 y WNTS8, que inhiben a la quinasa GSK3b. En consecuencia, b-
catenina no es degradada en el citoplasma y puede translocar al nucleo celular donde actua
como factor de transcripcion junto al complejo TCF/LEF. Dentro del nucleo este complejo
activa un gran numero de genes, como TBXT, EOMES y MIXL1. En el protocolo de
diferenciacion in vitro se reemplaza los ligandos candnicos de Wnt por el inhibidor de GSK3b,
CHIR99021.

- Formacion de progenitores cardiacos: Una vez que las células han adoptado una
identidad mesodérmica, se promueve la aparicion de progenitores cardiacos a través de la
inhibicion de la sefializacion de Wnt. Esta inhibicion se da en el tercer dia de diferenciacion,
cuando las células son tratadas con el inhibidor de Wnt, IWP2. En esta fase, factores de
transcripciéon como NKX2-5 y ISL1 son expresados y marcan la especificacion hacia el linaje
cardiaco.

- Diferenciacion a cardiomiocitos: A medida que las células progenitoras cardiacas
maduran, se diferencian en cardiomiocitos funcionales. Entre los dias 7 y 10 aparecen zonas

con actividad contractil espontanea. A lo largo de este proceso, las células comienzan a
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expresar marcadores especificos de cardiomiocitos como troponina T cardiaca (TNNT2 o
cTnT) y alfa-actinina.

- Purificacion de los cardiomiocitos: La diferenciacién cardiaca in vitro genera
multiples derivados cardiacos, incluyendo fibroblastos, células endoteliales, musculo liso,
endocardio y epicardio, asi como también diferentes subtipos de células miocardicas
correspondientes a cardiomiocitos auriculares, ventriculares y del sistema de conduccién. Con
el propésito de purificar los cardiomiocitos del cultivo, se han desarrollado métodos para aislar
los precursores cardiacos y eliminar los otros tipos celulares no deseados. La estrategia esta
basada en las caracteristicas metabodlicas de los cardiomiocitos, los cuales tienen la
capacidad de utilizar diferentes fuentes de energia, como la glucosa, los acidos grasos y el
lactato. Aprovechando esta ventaja metabdlica, se logra enriquecer el cultivo con mas del
90% de cardiomiocitos en el dia 21 del protocolo al cultivar las células en un medio sin glucosa
y rico en lactato.

- Maduracion de los cardiomiocitos: Los cardiomiocitos que se obtienen a dia 21 de
diferenciacion serian equivalentes a los cardiomiocitos fetales en sus caracteristicas
estructurales y funcionales. Con el objetivo de alcanzar cardiomiocitos mas maduros en el
desarrollo (sin llegar aun a un cardiomiocito adulto), recientemente en el laboratorio se adapté
un protocolo de maduracién publicado para maduracion de cardiomiocitos en estructuras 3D
para nuestro modelo, que utiliza la estrategia de diferenciacion en 2D. Para lograrlo, se altera
el metabolismo celular de los cardiomiocitos de dia 21 utilizando medios de cultivo con altos
niveles de acidos grasos, la fuente principal de energia en el corazén adulto, induciendo un
cambio en el metabolismo energético desde la glucdlisis hacia la oxidacion de acidos grasos

[31], [32].
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Figura 5. Protocolo de diferenciacion cardiaca in vitro en monocapa. Representacion
esquematica del proceso de diferenciaciéon de CMP hacia el linaje mesodérmico y cardiaco. El tiempo
se encuentra representado en dias. Por debajo, se especificaron los medios de cultivo y por encima

las poblaciones que se obtienen progresivamente.

Los cardiomiocitos derivados de CMP exhiben muchas de las caracteristicas funcionales
de los cardiomiocitos in vivo, incluyendo la capacidad de generar contracciones ritmicas
espontaneas, la expresion de proteinas contractiles como la miosina y la formacion de
estructuras organizadas como los sarcomeros, esenciales para la contraccion muscular.

Estos cardiomiocitos in vitro también muestran respuestas electrofisioldgicas a estimulos,
lo que los convierte en modelos utiles para estudiar el comportamiento eléctrico del corazon,
la investigacion de arritmias y el cribado de farmacos. Sin embargo, a pesar de estos avances,
los cardiomiocitos obtenidos in vitro suelen ser mas inmaduros en comparacién con los
cardiomiocitos adultos, por lo que se estan investigando nuevas estrategias para mejorar la

maduracion celular y asi poder utilizarlos por ejemplo en su integracion en tejidos cardiacos

dafados.

1.4. Modelado Iin vitro de enfermedades
cardiacas

En los ultimos afos, se han desarrollado nuevas aplicaciones con las CMPi de manera

exitosa. Una de ellas es el modelado in vitro de enfermedades genéticas, diferenciando CMPi



obtenidas de pacientes que posean la mutacion responsable de la patogénesis, para estudiar
el rol que tiene la variante génica en el progreso de la enfermedad y poder desarrollar
tratamientos eficientes y personalizados. Ejemplos de estos casos son el estudio de la atrofia
muscular espinal (de las siglas en inglés SMA) y el estudio del sindrome del QT largo [33].
Otra aplicacion de las CMPi, es el screening y evaluacion de compuestos quimicos de interés
farmacoldgico en células de tejidos especificos y analizar sus efectos. Un ejemplo de esto es
el uso de cardiomiocitos derivados de CMPi para el testeo de farmacos pre-clinicos para
cardiopatias y el analisis de efectos no deseados como arritmias cardiacas [34].

En la presente tesis utilizaremos las CMP y su diferenciacion a cardiomiocitos para estudiar
una cardiopatia genética denominada Displasia Arritmogénica. Hasta la fecha se han
realizado pocos trabajos en los que se pudo modelar esta enfermedad utilizando CMPi
generadas a partir de pacientes con mutaciones en el gen de PKP2 [35], [36], [37], habiendo
encontrado algunas drogas que revierten los fenotipos alterados como el inhibidor de GSK-
3B.

Ademas de diferenciar CMP derivadas de pacientes para modelar enfermedades genéticas
in vitro, es posible generar mutaciones patoldgicas en lineas de CMP mediante edicion génica.
En el caso particular de la displasia arritmogénica, las mutaciones patoloégicas reportadas
suman decenas y no es posible abordarlas a todas con células de pacientes para ensayar
diferentes tratamientos in vitro. La posibilidad de generar las mutaciones patogénicas de
manera dirigida tiene varias ventajas como son la no necesidad de contar con muestras de
pacientes y la posibilidad de generar varias lineas de CMP con diferentes mutaciones para
estudiar mas ampliamente patologias especificas. De esta manera, la disponibilidad de
variantes genotipicas nos permitird una descripcion mayor de los efectos fenotipicos y de las
posibles intervenciones terapéuticas. Esta va a ser particularmente la estrategia elegida para
estudiar dicha patologia en la presente tesis. Para lograrlo es necesario aplicar herramientas

de edicién génica como CRISPR/Cas9 que se explicara a continuacion.
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1.4.1. CRISPR/Cas9 como herramienta de edicion génica

CRISPR/Cas9 es una de las herramientas mas revolucionarias en el campo de la biologia
molecular, permitiendo una edicién genética precisa, eficiente y versatil. El sistema CRISPR
(acrénimo de "Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats") y su enzima
asociada Cas9, fue descubierto inicialmente como un mecanismo de defensa bacteriana
contra virus, pero rapidamente fue adaptado para su uso en biotecnologia y su potencial como
herramienta de edicién genética. Este sistema consta de dos componentes principales: la
proteina Cas9, una nucleasa que corta el ADN, y una guia de ARN (ARNg) que dirige a Cas9

hacia la secuencia especifica del genoma que se desea modificar [38].

1.4.1.1. Mecanismo de accion

Su funcionamiento se basa en un ARNg, disefiado especificamente para complementar
una secuencia blanco en el genoma, que se une a la enzima Cas9 dirigiendo y reconociendo
la secuencia especifica de ADN. Una vez alli, Cas9 actua como unas "tijeras moleculares”,
cortando el ADN en el sitio objetivo, generando una ruptura de doble hebra. Este evento
desencadena mecanismos de reparacion del ADN intrinsecos de las células, que en algunos
casos es exacto y en otros comete errores generando inserciones o deleciones (indels) como
consecuencia.

Existen dos principales rutas de reparacion del ADN tras el corte mediado por Cas9: la union
de extremos no homélogos (NHEJ, por sus siglas en inglés) y la recombinacion homodloga
(HDR, por sus siglas en inglés). EIl NHEJ es una reparacién propensa a errores que suele
introducir indels, lo que puede generar mutaciones de pérdida de funcion en el gen objetivo
como consecuencia de la aparicion de un codén de stop prematuro o un cambio en el marco
de lectura. Por otro lado, la HDR permite la insercién, delecion o reemplazo precisa de
secuencias de ADN, utilizando un molde de reparacion homdlogo a la zona a editar
proporcionado externamente que contiene el cambio que se desea introducir (Figura 6). Esta

capacidad de inducir tanto mutaciones puntuales como inserciones dirigidas convierte a
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CRISPR/Cas9 en una herramienta extremadamente versatil para la investigacion genética ya

que se pueden incluir o corregir mutaciones patogénicas en genes especificos (Figura 7).

Secuencia Target

Unidn de extremos no Recombinacién Homéloga
homélogos (NHEJ) (HDR)

Insercién o delecion W
de una base nucletidica
Edicidn precisa
Figura 6. Rutas de reparacion del ADN tras la ruptura doble cadena mediada por la Cas9. La
reparacion del dafio genémico mediante NHEJ puede causar pequeios indels alterando el marco de
lectura creando codones stop prematuros. Por otro lado, el dafio puede ser reparado por HDR cuando

existe otra molécula de ADN como molde para reparar el corte (Imagen creada con BioRender).
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1.4.1.2. Ventajas y desafios de CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9 ofrece varias ventajas sobre otras técnicas de edicion génica utilizadas
anteriormente, como la capacidad de editar multiples genes simultaneamente, la relativa
simplicidad en el disefio de ARNg, sumado al bajo costo y la alta eficiencia en una amplia
gama de organismos.

No obstante, CRISPR/Cas9 también presenta desafios. Uno de los principales es el riesgo
de "off-target effects", es decir, cortes accidentales en secuencias del genoma que son
similares, pero no idénticas, a la secuencia objetivo. Estos efectos fuera de objetivo pueden
resultar en mutaciones no deseadas, lo que es especialmente preocupante en aplicaciones
clinicas. Ademas, la eficiencia de la reparacion por HDR sigue siendo baja en muchos tipos
celulares, lo que limita la capacidad de realizar ediciones precisas. A pesar de estos desafios,
se estan desarrollando nuevas variantes de Cas9 y estrategias para mejorar la especificidad

y reducir los efectos fuera de objetivo [39].
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Otro desafio que presenta el sistema CRISPR/Cas9 aparece desde una perspectiva ética.
La capacidad de modificar genomas humanos plantea preguntas sobre los limites de la
intervencion genética, especialmente cuando se trata de edicion de la linea germinal, que

podria afectar a futuras generaciones.

1.4.2. Edicion Génica en CMPi

CRISPR-Cas9 se ha convertido en una herramienta ampliamente utilizada para la edicién
genética de CMPi con diversos propésitos. Entre sus aplicaciones se encuentran:

+ Estudios de Funciéon Génica:
Al utilizar CRISPR/Cas9 para eliminar, modificar o insertar genes en CMPi, los cientificos
pueden investigar el papel de estos genes en el desarrollo y la funcién celular. Este enfoque
es crucial para entender la biologia subyacente al desarrollo y a muchas condiciones
patologicas.

< Modelado de Enfermedades:
Generar mutaciones patolégicas para estudiar mas ampliamente enfermedades especificas y
poder modelarlas in vitro. Esto nos permite estudiar enfermedades genéticas sin la necesidad
de obtener muestras de pacientes, ya que esta puede ser limitada o insuficiente.
Las iPSC derivadas de pacientes con mutaciones genéticas especificas pueden ser editadas
para corregir o introducir mutaciones particulares, permitiendo la creacion de modelos
celulares de enfermedades humanas. Esto es especialmente util para enfermedades
genéticas raras o complejas, donde la disponibilidad de modelos animales es limitada.
+ Terapia Génica Personalizada:

La edicién génica en CMPi ofrece la posibilidad de corregir mutaciones genéticas causantes
de enfermedades en las células de un paciente. Estas células editadas podrian luego ser
diferenciadas en tipos celulares especificos y reintroducidas en el paciente como una forma
de terapia génica personalizada.

R/

< Desarrollo de Farmacos:



Las CMPi editadas genéticamente pueden utilizarse para crear modelos celulares que
representen con precision la enfermedad en cuestion. Estos modelos permiten la
identificacion y evaluacion de farmacos en un entorno que refleja las condiciones humanas

reales, mejorando la eficiencia y la precisién del desarrollo de nuevos tratamientos.

1.5. Displasia Arritmogénica

La patologia que abordamos en la presente tesis y que planteamos estudiar utilizando
CMPi y su diferenciacién a cardiomiocitos es la cardiopatia displasia arritmogénica (DA).

La DA es una cardiopatia hereditaria que se caracteriza por la progresiva disfuncion del
musculo cardiaco debido al reemplazo del miocardio por tejido fibro-adiposo. Aunque
inicialmente se describié como una enfermedad que afecta predominantemente el ventriculo
derecho, estudios recientes han demostrado que la DA puede manifestarse de manera
temprana con un patrén biventricular, o incluso con disfuncion aislada del ventriculo izquierdo.
Esta cardiomiopatia esta asociada con arritmias ventriculares, que pueden generar muerte
subita en los pacientes, o con la distrofia progresiva del miocardio, llevando a insuficiencia
cardiaca (Figura 8) [40].

La DA es la segunda causa mas comun de muerte subita en jévenes menores de 35 afios,
responsable de aproximadamente el 20% de los casos. Los paros cardiacos repentinos,
frecuentemente asociados al ejercicio, ocurren mas comunmente durante la adultez temprana
y en la fase subclinica de la enfermedad, cuando los sintomas no son evidentes en estudios
de imagen como el ecocardiograma o la resonancia magnética cardiaca. A menudo, la muerte
subita es la primera manifestacion clinica de la DA en una alta proporcion de los pacientes, lo
que subraya la importancia de una comprension profunda de su patogénesis, factores de

riesgo y manifestaciones clinicas [40], [41].
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1.5.1. Manifestaciones Clinicas y Diagndstico

La presentacion clinica de la DA es variada y puede ir desde arritmias ventriculares
aisladas hasta insuficiencia cardiaca severa. Los sintomas iniciales mas comunes incluyen
palpitaciones, sincope y, en algunos casos, dolor toracico. Sin embargo, la primera
manifestacion de la enfermedad puede ser la muerte subita, lo que resalta la necesidad de un
diagnéstico temprano y preciso [42], [43].

El diagndstico de la DA se basa en una combinacion de criterios electrocardiograficos,
hallazgos en pruebas de imagen, antecedentes familiares y estudios genéticos. Las
anomalias tipicas en el electrocardiograma incluyen ondas epsilon, prolongacion del QRS y
ondas T invertidas en las derivaciones precordiales derechas (V1-V3). Aunque las anomalias
estructurales en el ventriculo derecho suelen ser mas prominentes, la afectacion del ventriculo

izquierdo también puede presentarse a medida que la enfermedad progresa [44].

1.5.2. Tratamiento y Manejo Clinico

En términos de manejo, la DA representa un desafio clinico significativo. El objetivo mas
importante del tratamiento clinico en pacientes con DA es la prevencién de la muerte cardiaca
subita. El grupo de Corrado y colaboradores elaboraron un documento de consenso para el
tratamiento de la DA. El tratamiento suele incluir cambios en el estilo de vida, bloqueadores
B, farmacos antiarritmicos (AADs), ablacion por catéter, el uso de antiarritmicos,
desfibriladores automaticos implantables y en casos graves, la consideracion de un trasplante
cardiaco. La naturaleza genética de la enfermedad también ha llevado a un creciente interés
en la deteccion de portadores asintomaticos dentro de las familias afectadas, con el objetivo

de prevenir eventos cardiacos potencialmente letales [45].
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1.5.3. Genética de la DA

Dicha enfermedad tiene una incidencia estimada entre 1:1000 y 1:5000 individuos y se han
reportado decenas de mutaciones para dicha cardiomiopatia. Aproximadamente un 50% de
los casos presentan una o mas mutaciones en los genes que codifican a las proteinas
desmosomales, las cuales son cruciales para la integridad mecanica y funcional de las células
miocardicas. Estas mutaciones resultan en una disfuncion de las uniones intercelulares, lo
que favorece la apoptosis celular y la progresiva degeneracion del tejido miocardico, siendo
reemplazado por tejido fibroso y adiposo [41].

Entre los genes mas comunmente alterados en esta patologia se encuentran PKP2 (el gen
mas afectado), PKG, DSP, DSC-2 y DSG-2. Alternativamente, se han descrito variantes en
genes que codifican proteinas no desmosomales, como el receptor de rianodina 2 (RYR2),
factor de crecimiento transformante B3 (TGFB3), proteina transmembrana 43 (TMEM43),
desmina (DES), titina (TTN), fosfolamban (PNL), laminina A/C (LMNA) y el canal de sodio

(SCN5A) (Figura 8) [46], [47].
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Figura 8. Esquema de los mecanismos involucrados en la DA. En el cardiomiocito sano, tanto
los desmosomas como las AJs forman conexiones intercelulares fuertes con las células vecinas.
Asimismo, las GJs, formadas por Cx43, como el canal de sodio (Nav1.5) estan posicionados
adecuadamente. 3-catenina cumple su funcion estructural y de activacion transcripcional de los genes
de la via de sefalizacion de WNT. La via Hippo esta inactiva, lo que permite la transcripcion de genes
que promueven la supervivencia y crecimiento del miocito. En la DA, la disrupcion de los desmosomas
y las AJs provoca un aumento del estrés mecanico. La expresion reducida de canales de sodio y Cx43,
esta implicada en la arritmogénesis. La translocacion de la Placoglobina al nucleo inhibe la transcripcion
de genes dependientes de WNT. El aumento de la expresion del receptor activado por proliferadores
de peroxisomas-y (PPARYy) se ha asociado con la inhibicién de WNT, posiblemente a través de una
relacién directa que promueve la degradacion de la catenina-p1. Ademas, el aumento en la produccion
de citocinas proinflamatorias y profibréticas, incluyendo el factor transformador de crecimiento-f1
(TGFB1) y TGFB3, podria contribuir a la patogénesis de la DA mediante vias candnicas y no candnicas

(Adaptado de [28]).

1.5.3.1. Aspectos Genéticos y Variabilidad Fenotipica

Mientras que la mayoria de los fenotipos de la DA estan asociados a una transmision
autosémica dominante, existen algunas formas que son autosémicas recesivas. Por ejemplo,
la mutacion homocigota en PKG (2157del2TG) causa la enfermedad de Naxos, que presenta
intervencion cardiaca y cutanea. Otra forma autosémica recesiva es el sindrome de Carvajal,
causado por mutaciones en DSP, que también presenta un fenotipo cardio-cutaneo,
caracterizado por pelo lanoso, queratodermia palmoplantar y cardiopatia [48].

Las variantes patogénicas en PKP2 estan comunmente asociadas con la forma clasica de
la enfermedad, que afecta predominantemente el ventriculo derecho. Sin embargo, la
afectacion del ventriculo izquierdo puede aparecer en estadios tardios. Otras mutaciones,

como las que afectan a DSC2 y DSG2, pueden involucrar al ventriculo izquierdo incluso en
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las primeras etapas de la enfermedad. Las mutaciones en DSP, por su parte, estdn mas
estrechamente relacionadas con la afectacién predominante del ventriculo izquierdo.

La hipdtesis principal de fisiopatologia de la DA se centra en la desestabilizaciéon de la
estructura desmosomal, debido a las variantes en las proteinas desmosomales y podria
debilitar la resistencia al estiramiento del miocardio resultando en la muerte de los miocitos y
su compensacion por tejido fibroadiposo, debido al limitado potencial de regeneracién que
presenta el corazon.

Es importante destacar que los pacientes con multiples mutaciones heterocigotas en
diferentes genes asociados a la DA suelen presentar fenotipos mucho mas severos en

comparacion con aquellos que poseen una sola mutacién [49].

1.6. Desmosoma cardiaco

En la presente tesis es de suma importancia comprender en detalle la estructura de los
desmosomas ya que estudiaremos una cardiopatia asociada a mutaciones en estas proteinas
(Figura 9).

Los desmosomas cardiacos estan formados por cuatro componentes principales:

- Cadherinas: Estas son proteinas transmembrana que incluyen DSG2 y DSC2. Las
cadherinas desmosomales de una célula se unen a las cadherinas de la célula adyacente.
Ambas proteinas tienen funciones que dependen del calcio. El dominio extracelular forma
trans homo- y hetero-dimeros (DSG-DSG, DSC-DSC, DSG-DSC) que unen células
adyacentes a través de interacciones fisicas que abarcan los espacios entre células. Estas
proteinas son criticas para la adhesién mecanica entre cardiomiocitos, permitiendo que el
corazon mantenga su integridad estructural durante la contraccion. Intracelularmente, estas
proteinas se unen a las proteinas adaptadoras: PKG y PKP2 [50].

- Proteinas Armadillo: Estas proteinas forman parte del complejo de anclaje
desmosomal. La PKG (también conocida como y-catenina) y la PKP2 actian como puentes

que conectan las cadherinas desmosomales con la desmoplaquina.


https://www.zotero.org/google-docs/?PGA3B9
https://www.zotero.org/google-docs/?qPOLf9

Tesis de Doctorado FCB | Guadalupe Amin

- Plaquinas: Esta incluye a la DSP, la cual ancla el desmosoma a la red del

citoesqueleto a través de uniones especificas a los filamentos intermedios. La region C-

terminal de la DSP contiene tres dominios de repeticion de plaquinas la cual se une al

filamento intermedio: desmina [51].

- Filamentos Intermedios: En las células epiteliales, estos filamentos estan

compuestos principalmente por queratina, mientras que en los cardiomiocitos estan formados

por desmina. Los filamentos intermedios se anclan a los complejos de anclaje desmosomal,

proporcionando estabilidad mecanica y distribucion de fuerzas a través del tejido.
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Figura 9. Estructura del desmosoma cardiaco. Las cadherinas cardiacas, DSC-2 y DSG-2,
interactuan extracelularmente para conectar mecanicamente las células adyacentes. Intracelularmente,
la placoglobina y la placofilina-2 actian como proteinas adaptadoras que vinculan las cadherinas con
la desmoplaquina. La desmoplaquina conecta el desmosoma con la red de filamentos intermedios de

desmina dentro de la célula (Adaptada de [28]).

1.6.1. Variantes génicas que causan DA

Como se menciono anteriormente, mutaciones principalmente en proteinas desmosomales
son la causa principal de la DA. De las 5 proteinas desmosomales nos centraremos en 2 de

ellas, PKP2 y PKG las cuales son el objeto de estudio de esta tesis.

< Placofilina-2

El gen de PKP2 esta localizado en el cromosoma 12p13 y se traduce en una proteina
citoplasmatica de 881 aminoacidos. Dentro de la familia de las placofilinas, PKP2 es la
isoforma principal en el corazén humano, desempenando su rol en la integridad estructural y
la funcion de los tejidos cardiacos y juega un papel esencial en la formacion y estabilidad de
los desmosomas.

PKP2 es una proteina que interactia tanto con las cadherinas desmosomales como con la
proteina interna de los desmosomas, la DSP. Esta interaccion asegura el anclaje de los
filamentos intermedios del citoesqueleto a los desmosomas, lo cual es fundamental para la
transmisién de fuerzas mecanicas entre células durante la contraccién cardiaca.

PKP2 no solo actia como un adaptador estructural, sino que también participa en la
sefializacién celular. Estudios recientes han demostrado que PKP2 puede influir en la
regulacién del potencial de accion cardiaca al interactuar con los canales i6nicos, como los
canales de sodio dependientes de voltaje, contribuyendo asi a la estabilidad eléctrica del
corazoén. Esta dualidad en funcién estructural y reguladora hace que PKP2 sea una proteina

clave tanto en la mecanica celular como en la electrofisiologia del miocardio [52].
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Mutaciones en el gen que codifica la PKP2 son la causa mas comun de la DA. Las
mutaciones de pérdida de funciéon en PKP2 resultan en una disfuncion desmosomal que
compromete la cohesioén celular, llevando a la ruptura de los contactos intercelulares y a la
desregulacion de la sefalizacion celular. Los modelos celulares y animales de DA, incluyendo
aquellos generados mediante la edicion genética CRISPR/Cas9 en CMPi, han confirmado
que la ausencia o disfuncion de PKP2 conduce a la desorganizacion del citoesqueleto y a la
disminucion de la conductancia de los canales de sodio en cardiomiocitos, factores que

contribuyen a la arritmogenicidad caracteristica de esta enfermedad [36].

+ Placoglobina

El gen de la placoglobina, también conocida como y-catenina y JUP, esta codificado en el
cromosoma 17921 y se traduce en una proteina citoplasmatica de 745 aminoacidos. PKG
forma parte de las proteinas de la familia armadillo. Esta ubicada en los desmosomas uniendo
las cadherinas con el citoesqueleto. Es la Unica proteina conocida que es un componente
comun entre las placas submembranosas. PKG forma uniones en estas placas con los
filamentos intermedios y podria contribuir a interacciones proteicas entre la desmoplaquina y
las caderinas desmosomales [53], [54].

Mutaciones en el gen que codifica la placoglobina son la causa menos frecuente de la DA.
Una mutacion que conduce a la insercion de serina en la posicidén 39 en el extremo N-terminal
de la placoglobina causa la DA [55]. Mientras que una delecién de dos pares de bases que
provoca la truncacién del extremo C-terminal de PKG resulta en la enfermedad de Naxos, que

se manifiesta con queratodermia palmoplantar y cabello lanoso, ademas de la DA [56].

1.6.2. Mecanismos moleculares de la DA:

Una de las hipotesis mas aceptadas para explicar el fenotipo de la DA radica en la
desestabilizacion de los desmosomas [42]. Esta desestabilizacion no solo compromete la

cohesién celular, sino que también impacta significativamente en diversas vias intracelulares,
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incluyendo las vias Wnt/B-catenina y Hippo, cuya disfuncion contribuye al reemplazo fibro-
adiposo del tejido cardiaco [57].

Ademas, investigaciones recientes han sefialado un aumento en la expresion de PPARy
en cardiomiocitos de pacientes con DA. Este gen es conocido como un regulador maestro de
la adipogénesis, y su activacion podria ser un mecanismo clave detras del depdsito de tejido

adiposo observado en la DA [58].

e Via de Senalizacion Wnt/B-catenina en la DA:

La via de sefializacion Wnt canodnica regula procesos de desarrollo durante la
embriogénesis y esta involucrada en el mantenimiento de la homeostasis de los tejidos en
adultos. Esta via de sefalizacion esta asociada con la diferenciacién celular, la polarizacién y
la migracion durante el desarrollo. La activacion de la via Wnt candnica inhibe la degradacién
de la B-catenina citoplasmica por el proteasoma. De esta manera, la B-catenina puede
translocarse al nucleo e interactuar con el factor T-cell/Lymphoid-enhancer binding factor
(Tcf/Lef) para activar la sefalizacion Wnt canénica. Esta via favorece la proliferacién celular
y regula la especificacion del destino celular, incluyendo la diferenciacién de cardiomiocitos
[59], [60].

En la DA, se ha descrito una inhibicion de la via Wnt candnica en ratones deficientes en
DSP y en células HL-1 con reduccion de DSP, lo que conduce a un cambio morfologico de
los cardiomiocitos hacia adipocitos con acumulacién de lipidos [61]. Las mutaciones en genes
que codifican para proteinas desmosomales pueden inducir una desestabilizacion global del
desmosoma y provocar la liberacién citoplasmica de proteinas que normalmente se retienen
en la membrana plasmatica. Utilizando ratones que sobreexpresan la PKG de unién, Lombardi
y colaboradores confirmaron la capacidad de la PKG para translocarse al nucleo. La PKG
compite con la B-catenina, que también puede encontrarse tanto en el citoplasma como en el
nucleo. La relocalizacion nuclear de la PKG impide la interaccion entre la B-catenina y Tcf/Lef,

afectando asi la via Wnt candnica [62].
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En los cardiomiocitos, la supresidon de la sefalizacion Wnt promueve principalmente la
adipogénesis, lo que podria favorecer la acumulacion de lipidos en el corazén de pacientes
con DA y sustentar la hipétesis de la transdiferenciacion de cardiomiocitos en adipocitos. En
modelos celulares, se ha establecido una relacion entre la via Wnt y la expresion de PPARy
[63]. PPARY es el regulador maestro de la diferenciacion de adipocitos, la lipogénesis y la
supervivencia de adipocitos [64]. Se sospecha que PPARYy favorece el cambio hacia la
adipogénesis en la DA. En un estudio utilizando ratones con reduccion de DSP, Garcia-Gras
et al. demostraron un vinculo entre la sobreexpresion de PPARy y la supresién de la
sefalizacion Wnt. Este mecanismo patoldgico podria, por lo tanto, subyacer al reemplazo

fibro-adiposo caracteristico de la DA (Garcia-Gras, 2006).

e Interaccion con Vias de Senalizacion Hippo:

La via Hippo es otra ruta de senalizacidon que regula la proliferacion, supervivencia y
diferenciacion celular [65]. La via Hippo consiste en una cascada de quinasas, en la cual estan
involucradas las proteinas MST1/2 y LATS1/2. La primera fosforila a la segunda, la cual
fosforila a YAP o a TAZ, los cuales son co-activadores transcripcionales. Al estar fosforilados,
YAP y TAZ son expulsados del nucleo inhibiendo su actividad transcripcional. En la DA tanto
la via de Wnt como la via Hippo se ha visto que interactuan, observando disminucion de la
actividad de la via Wnt/B-catenina y activacion de la via Hippo (lo cual lleva a disminucién de

actividad transcripcional de YAP) [57].

1.7. Tejido adiposo en la cardiopatia

La principal caracteristica patoldgica de la enfermedad es una pérdida progresiva del
miocardio contractil, que es reemplazado por tejido fibroso y adiposo. Este proceso de
sustitucion fibroadiposa se extiende de manera transmural con un gradiente epiendocardico,

causando adelgazamiento de la pared ventricular y dilatacion aneurismatica, especialmente
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en el triangulo de la displasia (tracto de entrada, tracto de salida y apex) del ventriculo
derecho. La sustitucion fibroadiposa provoca la disfuncién biventricular progresiva. Esta
sustitucion constituye la esencia que determina el empeoramiento del fenotipo arritmogénico
[66], [67].

Los adipocitos se originan de células madre mesenquimales (A-MSCs) y se diferencian a
través de varios estadios, empezando por lipoblastos, transicién a preadipocitos y finalmente
convirtiéndose en adipocitos maduros. Este proceso esta fuertemente controlado por
numerosos factores de transcripcion y vias de sefializacion [68].

Una de las hipotesis de la aparicion de tejido adiposo en el corazdn sugiere que los
cardiomiocitos se transdiferencian directamente a adipocitos, basandose en evidencia
histolégica de células con caracteristicas mixtas. Sin embargo, estos hallazgos aun se estan
estudiando, y no se han confirmado la presencia de dichas células de transicion aun [69].

Otra hipdtesis involucra a las células progenitoras cardiacas derivadas del segundo campo
cardiaco, identificadas por la expresion de Isl-1. Estas células podrian adoptar un destino
adipogénico cuando la senalizacion Wnt se suprime debido a mutaciones en los genes de los
desmosomas. No obstante, su reducido numero en el corazén adulto sugiere un papel menor
en la extensa sustitucion fibro-adiposa observada en DA [70]. Por otro lado, las células
epicardicas que pasan por una transicién epitelial-mesenquimal (EMT, por sus siglas en
inglés) también se han implicado como contribuyentes significativos. El silenciamiento de
genes desmosomales, como PKP2, aumenta la proliferacién, migracion y el potencial
adipogénico de las células derivadas del epicardio. Esta hipotesis se ve respaldada por el
gradiente epicardio-endocardio observado en la sustitucion fibro-adiposa [71].

Mientras tanto, las células madre mesenquimales cardiacas (C-MSCs), células no
contractiles presentes en el corazén, ahora se consideran una fuente principal de adipocitos.
Estas células, especialmente en pacientes con DA, exhiben una propensién a la diferenciacion
adipogénica bajo la influencia de mutaciones en genes desmosomales y alteraciones en vias
de senalizacion, como la supresiéon de Wnt [72]. De manera similar, los progenitores fibro-

adiposos (FAPs), identificados por la expresiéon de PDGFRa, se reconocen como precursores


https://www.zotero.org/google-docs/?1hcDgy
https://www.zotero.org/google-docs/?1Kjfke
https://www.zotero.org/google-docs/?2te56Z
https://www.zotero.org/google-docs/?Qeedpf
https://www.zotero.org/google-docs/?XVhqLF
https://www.zotero.org/google-docs/?u53E55

tanto de adipocitos como de fibroblastos, contribuyendo significativamente a la poblacién de

adipocitos en modelos de ACM [73].

1.71. Reguladores clave:

- PPARYy, el aumento de su expresion promueve el interruptor hacia adipogénesis. Esta
regulado por varias sefales, entre las cuales la via de sefalizaciéon de Wnt es una de sus
mayores mediadores negativos [64], [68], [74], [75].

- C/EBPs (del inglés CCAAT/enhancer-binding proteins), junto con PPARy forman un

bucle de retroalimentacion positiva para mantener la adipogénesis [74], [75].
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2. Hipotesis

A lo largo de la introduccién, se describieron y presentaron diversas herramientas que han
permitido avances significativos en el modelado de cardiomiopatias in vitro. La posibilidad de
recrear enfermedades humanas en sistemas celulares ha sido clave para comprender los
mecanismos subyacentes a diversas afecciones genéticas y desarrollar estrategias
terapéuticas mas precisas. Entre estas herramientas, la edicion génica mediante
CRISPR/Cas9 ha demostrado ser una técnica altamente eficiente para introducir mutaciones
especificas en células madre pluripotentes inducidas, permitiendo la generacién de modelos
celulares que reproducen las alteraciones genéticas responsables de distintas enfermedades.
La capacidad de estas células de diferenciarse a cardiomiocitos y desarrollar estructuras y
funciones similares a las del tejido cardiaco las convierte en una herramienta valiosa para el
estudio de cardiomiopatias. Este enfoque no solo permite analizar las consecuencias de
mutaciones especificas en un entorno controlado, sino que también posibilita la identificacion
de mecanismos patoldgicos clave.

En base a todo lo propuesto, en este trabajo postulamos como hipétesis que /a introduccion
de mutaciones especificas en CMPi mediante el sistema de ediciéon genética CRISPR/Cas9
permitira la generacién de modelos celulares representativos de la cardiopatia Displasia
Arritmogénica a partir de su diferenciacion a cardiomiocitos. A través de estos modelos in
vitro, buscamos recrear las caracteristicas patolégicas asociadas a la enfermedad, lo que
facilitara el estudio de sus mecanismos moleculares y celulares. Ademas, este enfoque
permitira establecer una plataforma experimental para evaluar el impacto funcional de las

mutaciones identificadas en pacientes, aun cuando fueran de significado incierto.



3. Objetivo general

Modelar in vitro la displasia arritmogénica (DA) mediante la generacion de lineas de células
madre pluripotentes inducidas con mutaciones reportadas para dicha cardiopatia y posterior

diferenciacion in vitro a cardiomiocitos.

3.1. Objetivos Especificos

% Generar mutaciones puntuales reportadas para la DA mediante la técnica de
CRISPR/Cas9 en células pluripotentes inducidas humanas (CMPi).

% Realizar diferenciacion in vitro a cardiomiocitos de las CMPi normales y CMPi
mutadas.

% Comparar las caracteristicas fenotipicas de cardiomiocitos derivados de CMPi
normales y CMPi mutados para la DA.

% Determinar la capacidad adipogénica de los cardiomiocitos derivados de CMPi

normales y CMPi mutados para la DA y sus vias de sefalizacién involucradas.



4. Materiales y Métodos

4.1. Cultivo Celular

41.1. Linea celular

Para la realizaciéon de este trabajo utilizamos la linea de CMPi INEUI002, la cual fue
obtenida a partir de la reprogramacion de fibroblastos humanos, utilizando el vector lentiviral
STEMCCA que porta las secuencias de los genes de los factores de transcripcion Oct4, Sox2,
KlIf4 y c-Myc. La linea fue establecida en nuestro laboratorio por la Dra. Questa, demostrando
su estado pluripotente y su habilidad para diferenciarse a las tres capas germinales [76], [77].

Esta linea sera utilizada como control y se nombrara “Wild-Type” o “WT".

4.1.2. Mantenimiento de Células Pluripotentes

Las INEUIO02 y todas las lineas de CMPi derivadas de las INEUI0O02 fueron mantenidas
en estado indiferenciado en placas pretatadas durante 1 hora a 37°C con una matriz comercial
rica en componentes de matriz extracelular, Geltrex (Gibco). ElI medio rutinario utilizado fue
E8 Flex (Essential 8 Flex medium, Gibco), mTeSR (Stemcell Technologies) o StemFlex
(Gibco) dependiendo del experimento en curso, sin antibidticos, el mismo se renovéd
diariamente a no ser que se detalle lo contrario. Las células se cultivaron en camara hiumeda
con 5% CO2 a 37°C. Cuando las células alcanzaban el 70-80% de confluencia,
aproximadamente cada 3-4 dias, se disgregaron incubandolas con Versene durante 7 minutos
a 37°C, luego se resuspendieron en E8Flex y fueron diluidas en una proporcion entre 1.5y
1:10 para su mantenimiento.

Para la utilizacion de las células en distintos experimentos, fue necesario levantarlas
unicelulares. Para ello, se utilizé una dilucién 1:10 de la enzima TrypLE 10X Select en PBS

1X/EDTA 1 mM (TrypLE 1X, Gibco) para disgregarlas. Las células se lavaron con PBS 1X,
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luego se incubaron por 5 minutos a 37°C con TrypLE 1X; la reaccion enzimatica se frend con
PBS con el doble del volumen de TrypLE 1X utilizado, luego las células unicelulares se
transfirieron a un tubo cénico y centrifugadas por 5 minutos a 300g. El pellet celular fue
resuspendido en medio E8Flex, suplementadas con 10 uM Y-27632 (inhibidor de la via de
Rock, necesario para la sobrevida de las células pluripotentes en estado unicelular) y
sembradas en estas condiciones durante las primeras 24 horas.

En todos los cultivos celulares utilizados en la presente tesis, las células se analizaron
rutinariamente para hacer analisis de posible contaminaciéon con Mycoplasma sp mediante

PCR a punto final.

4.1.3. Criopreservacion de las Células

4.1.3.1. Criopreservacion en criotubos

Para criopreservar las CMPi se disociaron de su sustrato como fue mencionado
previamente y fueron resuspendidas en medio de cultivo. Las células se pasaron a un criotubo
(Corning) con 1 mL de una mezcla con 70% de células en medio de cultivo de pluripotencia,
20% v/v SFB y 10% v/v DMSO, suplementado con inhibidor de Rock 10 uM. Los criotubos se
mantuvieron por 24 horas a -80°C en un frosty, contenedor para congelamiento con
isopropanol que permite el descenso de la temperatura a razén de 1°C/minuto, luego se
transfirieron a N2 liquido por tiempo indefinido. Para descongelar las células, el criotubo se
calent6 rapidamente en bafno termostatico por menos de 2 minutos a 37°C. Las células se
transfirieron a un tubo cénico conteniendo 3 mL de medio E8Flex y se centrifugaron a 300 g
por 5 minutos. El pellet fue resuspendido en medio de cultivo pluripotente, suplementado con

inhibidor de Rock 10 uM y sembrado en placas pretratadas con Geltrex por 24 horas.

4.1.3.2. Criopreservacion en placa (multiwell de 24)

Para algunos experimentos puntuales en los que se generaron muchos cultivos celulares

clonales fue necesario congelar las células directamente en la placa de cultivo. Las células



fueron levantadas con Versene 7 minutos a 37°C. Luego de la incubacion el Versene fue
retirado y las células fueron resuspendidas dentro del mismo well en 250 ul de medio de
cultivo suplementado con inhibidor de Rock 10 uM. Una vez resuspendidas todas las células
de la multiwell, a cada well se le agregd por goteo 250 pl de medio de cultivo suplementado
con 40% v/v de Suero Fetal Bovino, 20% v/v de DMSO e inhibidor de Rock 10 uM. Luego de
una breve agitacion circular de la placa multiwell para homogeneizar la suspension celular, la
multiwell fue sellada con parafilm, colocada dentro de un contenedor de telgopor y guardada
a -80°C. Las células fueron criopreservadas mediante esta metodologia durante un plazo no
mayor a 14 dias, siendo recomendable un plazo menor a 10 dias para asegurar la viabilidad.
Para su descongelamiento, la placa fue retirada del contenedor de telgopor y calentada en un
bano termostatizado a 37°C hasta observarse liquido el medio de criopreservacion. En este
punto, la suspension celular de los wells de interés fue trasvasada a tubos cénicos con 3 ml
de PBS 1X y centrifugada 5 minutos a 300g. El sobrenadante fue descartado y el pellet de
células fue resuspendido en medio de cultivo suplementado con inhibidor de Rock 10 uM vy

sembrado en wells previamente tratados con Geltrex o Vitronectina 1 hora.

4.2. Generacion de lineas de CMPi editadas

genéticamente mediante CRISPR/Cas9

4.2.1. Disefio y clonado de ARN guias para el sistema

CRISPR/Cas9

Se disefiaron dos ARNg dirigidos a cada proteina de interés utilizando el software

Benchling con parametros por defecto (www.benchling.com). A su vez, se disefi6 el

oligonucledtido de simple cadena (ssODN) de 70 nt correspondiente a cada ARNg homdélogo

a la zona de edicién y con la incorporacion de la mutacién puntual deseada, una mutacién
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silenciosa para eliminar el sitio PAM (sitio de union de la Cas9) para evitar que la Cas9 siga
generando cortes en el sitio y una modificacion de la secuencia para la incorporacién de un
sitio de corte de la enzima de restriccion BamHI a partir de otra mutacion silenciosa. Esto nos
permitira evaluar la correcta incorporacién del ssODN mediante tratamiento con BamH1 de
un amplicon de PCR lindante al sitio de edicion.

PKP2 gene
Exon 3

&868i8 160068800

3 TGTCATGTCGAGGGTCTTCAGGCACCTTCTTICCAAGAACTCTGTAGGAGACTCCTCTGACCTCTAAAGA ] 5
[ssODNT
B |CCGTGGAAGAAAGGTCCTTG>
gRNA1

GGAAGAGGAACAGCACAGTACAGCTCCCAGAAGTCCGTGGAAGAAAGGTCCJ’TGAG GCATCCTCTGAGGAGACTGGAGATTTCTCCTGACAGCAGCCCGGAG

T HHERRLLR R R R AR RN | {1 i I

| | | 111 1 | |

CCTTCTCCTTGTC GTGTCATGTCGAGG(: TCTT LAGGCACCTTCTTTCCAGGAACTC CGTAGGAGACTCCTCTGACCTCTAAAGAG GACTGTCGTCGGGCCTC

¥ <L ACﬂ')CGTAGGAGACTCCTCT 5
g gRNA2

3 [ACAGTACAGCTCCCAGAAGACCGTGGAAGAAAGGTICTI'GAGGCATCCTCTGAGGAGACTGGAGA'I'ITCT> ¥
ssODN2

Figura 10. ARNg y ssODNs en el exén 3 del gen de PKP2. Generacion de ARNg y ssODNs para
introducir la mutacion puntual PKP2 ¢.419C>T en el gen de PKP2. En rojo: bases nucleotidicas en el

sitio de edicion que genera el cambio de aminoéacido. En verde: secuencia PAM.

Exdn 1

———_3H0—00

/)T

GGTGACTGAGTGGCAGCAGACATACACTTACGACTGAGGGATCCACTCGGGCGCCAACACCTGCGTG

ss0DN1
2 <TGC'TG.&GCOCATA’GGTGAGC I 5

gRNA1
GATGGAGCAGCCTATCAAGGTGACTGAGTGGCAGCAGACATACACCTACGACTCGGGTATCCACTCGEGCGLCAACACCTGCGTGCCCTCCGTCAGCAGE

CTACCTCGTCGGATAGTTCCACTGACTCACCGTCGTCTGTATGTGEATGOTGAGCCCATAGGTGAGCCCGCGGTTEGTEGACGCACGGGAGGCAGTCGTCG

H |GCAGAGATM}ACCTACGACT> ¥

1 gRMAZ

¥ GTTCCACTGACTCACCGTCGTCTGTATGTGGATGCTGACTCCCTAGGTGAGCCCECGETTGTEGACGCAC| ¥
ss0DN2
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Figura 11. ARNg y ssODNs en el primer exén del gen de PKG. Generaciéon de ARNg y ssODNs

para introducir codon stop prematuro en el gen PKG. En rojo: bases nucleotidicas en el sitio de edicion

que genera el codén de stop prematuro. En azul: cambio de base para modificar sitio PAM en el ARNg-

1. En negrita: secuencia PAM del ARNg-2. En verde: cambio de base para generar nuevo sitio de corte

de la enzima de restriccion BamHI.

Exon 1

PKG T191

—000—C000——0——~3HH0——00

M~
¥ GGAGCAGCCTATCAAGGTGACTGAGTGGCAGCAGATATACACATACGACTCGGGGATCCACTCGE GCGCC> ¥

ss0DN1

£l <TGGTGAGCCGATAGGTGAGC | =

gRNAT

GATGGAGCAGCCTATCAAGGTGACTGAGTGGCAGCAGACATACACCTACGACTCGGGTATCCACTCGGGCECCAACACCTGCET

L}
CTACCTCGTCGGATAGTTCCACTGACTCACCGTCGTCTGTATGTGGATGCTGAGCCCATAGGTGAGCCCGCGGTTGTGGACGCA

5 [GCAGACATACACCTACGACT
gRMAZ '

3

~1
5 ‘/\ICCTCGTCGGATAGTTCCACTG&CTCACCGTCGTCTATATGTGGATGCTGAGACCCTAGGTGAGCCCGCGG | 3

ss0DN2

Figura 12. ssODNs en el primer exon del gen de PKG. Generacion de ssODNs para la

incorporacion de la mutaciéon puntual PKG ¢.56C>T. En rojo: bases nucleotidicas en el sitio de edicion

que genera la mutacidon deseada. En azul: cambio de base para modificar sitio PAM. En negrita:

secuencia PAM. En verde: cambio de base para generar nuevo sitio de corte de la enzima de restriccion

BamHil.

Nombre del guia

Secuencia 5’-3’

ARNg-1-PKG-FW CGAGTGGATACCCGAGTCGT
ARNg-1-PKG-RV ACGACTCGGGTATCCACTCG
ARNg-2-PKG-FW GCAGACATACACCTACGACT
ARNg-2-PKG-RV AGTCGTAGGTGTATGTCTGC
ARNg-1-PKP2-FW | CCGTGGAAGAAAGGTCCTTG
ARNg-1-PKP2-RV CAAGGACCTTTCTTCCACGG
ARNg-2-PKP2-FW | TCTCCTCAGAGGATGCCTCA
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Nombre del guia Secuencia 5°-3’

ARNg-1-PKP2-RV TGAGGCATCCTCTGAGGAGA

CAAGGTGACTGAGTGGCAGCAGACATACACTTACGA

SSODN1-PKG CTGAGGGATCCACTCGGGCGCCAACACCTGCGTG

CACGCAGGTGTTGGCGCCCGAGTGGATCCCTCAGT

ssODN2-PKG CGTAGGTGTATGTCTGCTGCCACTCAGTCACCTTG

AGAAATCTCCAGTCTTCTCAGAGGATGTCTCAAGAAC

ORI 2 CTTTCTTCCACGGACTTCTGGGAGCTGTACTGT

ACAGTACAGCTCCCAGAAGACCGTGGAAGAAAGGTT

SRR ENRES CTTGAGGCATCCTCTGAGGAGACTGGAGATTTCT

Tabla 1. Secuencia de ARNg y ssODNs para CRISPR/Cas9.

Para el clonado de los ARNg, los oligonucledtidos obtenidos comercialmente se
resuspendieron en agua milliQ a una concentracion final de 100 uM, se anillaron in vitro y
fueron ligados dentro del plasmido pSpCas9(BB)-A2-Puro (PX459) v2.0 (Addgene #62988)
digerido con la enzima de restriccion Bbsl. Ademas del ARNg clonado, el plasmido utilizado
expresa la enzima Cas9 y resistencia a puromicina. Los plasmidos fueron luego
transformados, amplificados por cultivo bacteriano y purificados mediante la técnica de mini-
prep y maxi-prep. La presencia del ARNg clonado fue validada por PCR a tiempo final
utilizando los cebadores U6 como FW y el oligo RV del ARNg como cebador RV. Una vez
purificados se mandaron a secuenciar para corroborar la correcta incorporacion del ARNg

disenado.
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Figura 13. Mapa del plasmido pSpCas9(BB)-2A-Puro (SnapGene Viewer)

4.2.2. Transfeccion de CMPi

Los plasmidos conteniendo el sistema CRISPR/Cas9 con los ARNg clonados, fueron
utilizados para transfectar CMPi y asi generar las ediciones deseadas en estas células. Para
esto, se plaquearon 100.000 células en un multiwell-12 pretratado con Geltrex y se las cultivo
en medio mTesR suplementado con inhibidor de Rock 10uM. A las 24 horas fueron co-
transfectadas la Lipofectamine Stem Transfection Reagent (Invitrogen), los plasmidos y los
ssODN en una relacion 1:1 (ug de ADN:pl de lipofectamina) utilizando distintas
concentraciones de pug de ADN total. Como control de la transfeccién se utilizé un plasmido
GFP. A las 24 hs se evalud la eficiencia de transfeccion observando la expresion de GFP de
las células control en un microscopio de epifluorescencia EVOS.

A las 24 horas post-transfeccién, se reemplazé el medio por mTesR suplementado con
inhibidor de Rock 10uM y antibiético puromicina a una concentracion de 500 ng/ml, para
seleccionar aquellas células que incorporaron el plasmido con la resistencia al antibidtico.

Luego de 48 horas de seleccion, se mantuvieron las células sobrevivientes en mTesR hasta



llegar a una confluencia suficiente para criopreservar y se tomaron muestras de ADN para la

evaluacion genética de las células transfectadas que sobrevivieron (pools celulares).

4.2.3. Seleccion Clonal de CMPi Transfectadas

La secuencia obtenida mediante secuenciacion por Sanger del amplicon generado a partir
de la PCR de punto final de los pools celulares, fue analizada utilizando el software Synthego
para seleccionar aquellos que hayan incorporado las mutaciones puntuales deseadas con
mayor eficiencia. Una vez seleccionado el pool celular a utilizar, éste fue expandido en el
medio de cultivo de pluripotencia Stemflex. Al llegar a una confluencia del 70-80%, las células
fueron disociadas unicelularmente con TrypLE 1Xy transferidas a una placa p60 no adherente
con 3mL de medio Stemflex. A partir de esta placa con células unicelulares en suspension se
utilizé una micropipeta p10 para transferir una célula unica a una placa multiwell-96,
previamente tratada con Geltrex, a razén de una célula por well, este proceso se realizé con
un microscopio en condiciones de esterilidad dentro del flujo laminar. Las células fueron
expandidas en el medio de pluripotencia Stemflex suplementado con inhibidor de Rock 10 uM
durante 7 a 10 dias y luego se realizé un pasaje de aquellos clones que proliferaron utilizando
Versene a una placa de mayor superficie. En estos primeros pasajes se generaron stocks de
células criopreservadas en placa, se tomaron muestras de ADN gendmico para la evaluacién
de cada uno de los clones y se secuencid por Sanger el producto de PCR del sitio de edicion

de interés en cada caso.

4.2.4. Secuenciacion masiva de amplicones

Con el objetivo de determinar la eficiencia de edicion de los diferentes ARNg de una
manera mas precisa en los pools celulares realizamos secuenciacion masiva de amplicones.
Esta estrategia fue utilizada en la generacion de la linea de CMPi editada para el gen de
PKP2. La secuenciacion masiva de amplicones de los pools celulares se realizé en la empresa

“CD Genomics” en Estados Unidos. Para ello, se tomaron muestras de ADN gendmico de los



pools celulares de células transfectadas y se enviaron 10 pl de cada muestra gendmica, en
unas concentraciones entre 500-1000 ng/ul. Brevemente, se disefaron secuencias de
referencia de 10-12 bases que flanquean la region de interés (secuencias “start” y “end” en la
figura 14), ésta, incluyendo la region donde se generaria la mutacion puntual, generando un
amplicon de aproximadamente 100 bases. Luego, se amplifica por PCR la region de
referencia y se secuencia por NGS. Esta secuenciacion de amplicones es luego analizada
con el software CRIS.py. Cada amplicon leido es pareado con la secuencia de referencia y
se mide y compara la distancia de pares de bases de diferencia. La devolucion es una tabla

que indica la cantidad de lecturas de cada indel y el porcentaje de insercion del ssODN.

Primer FW
IGGGGCAAACTTCTCGTCATC

5° GGGGCAAACTTCTCGTCATCtgattcagagaaacggacatgttgggtaatagtcccagagtaattagtcctcagcaaagttgaaatttgatttatg
| I I I I I I I I I I I
3 CCCCGTTTGAAGAGCAGTAGactaagtctctttgcctgtacaacccattatcagggtctcattaatcaggagtcgtttcaactttaaactaaatac

ccccctttaaactttatttctctcatgtgcaggetggecacaactgccacttatgaaggtcgctggggaagaggaacagcacagtacagetcecaga
1 I 1 I l 1 l 1 l 1 l 1 l 1 l I 1 I 1
T r T T T T T T T T T T T T T T T T T
gggggaaatttgaaataaagagagtacacgtccgaccgtgttgacggtgaatacttccagcgacceccttectcettgtegtygteatgtcgagggtet

seq start FW seq end RV ss0DN
agtccgtggaagaaaggtccttgaggcatcctctgaggagactggagatttctcctgacagcagcccggagagggcTCACTACACGCACAGCGATT 3"
I I I I I I I I I r |
tcaggcaccttctttccaggaactccgtaggagactcctctgacctctaaagaggactgtcgtcgggcctctccchGTGATGTGCGTGTCGCTAA 5"
ssODN | [ _seqstartRV |
| gRNAL_____ ] Seq end FW
I gRNAZ |

AGTGATGTGCGTGTCGCTAA'
Primer RV

Figura 14. Disefio de secuencias para secuenciaciéon de amplicones.

4.2.5. Caracterizacién de las lineas generadas de CMPi
editadas

Una vez seleccionado el clon celular con la modificacion genética deseada, este es
analizado para verificar que no sufrié otras alteraciones no deseadas. Para ello se realizan
los siguientes ensayos:

e Anadlisis de marcadores de pluripotencia: Se realizaron inmunofluorescencias y qPCRs

de los marcadores comunes de pluripotencia OCT4 y SOX2 y se utiliz6 como control

la linea celular INEUI002.



e Cariotipo: El analisis cromosémico mediante bandeo G fue realizado por el Laboratorio
de Genética Hematoldgica, Instituto de Medicina Experimental (IMEX-
CONICET)/Academia Nacional de Medicina. Se analizaron 50 metafases con una
resolucién de 450 bandas.

e Analisis de los off targets del ARNg utilizado en cada caso: Se realizan PCR a punto
final de los sitios predichos de off targets de cada ARNg y luego se secuencia mediante

Sanger para verificar que el genoma siga integro.

Los off-targets de los ARNg en el sistema CRISPR/Cas9 son efectos no deseados en los
que la nucleasa Cas9 corta secuencias de ADN que presentan similitudes parciales con la
secuencia diana objetivo. Esto ocurre debido a un apareamiento imperfecto entre el ARNg y
secuencias gendmicas no especificas, lo que puede generar mutaciones inespecificas,
afectando la funcionalidad de genes no relacionados y comprometiendo la precision del
sistema. Para minimizar estos efectos, se optimizan los disefios de ARNg y se emplean

herramientas bioinformaticas para predecir posibles sitios off-target.

4.3. Diferenciacion cardiaca de las CMPi en

Monocapa

4.31. Protocolo de diferenciacion cardiaca

El protocolo utilizado en esta tesis fue desarrollado por el laboratorio de Palecek y
colaboradores y algunas de las condiciones fueron puestas a punto en nuestro laboratorio
[30]. Brevemente, se sembraron 700.000 CMPi en placas multiwell-12 pretratadas con
Geltrex, en medio Stemflex por 3 dias. Una vez alcanzado el 100% de confluencia, punto
considerado como dia 0, el medio fue reemplazado por RPMI 1640 suplementado con B27
sin insulina [B27 (-)], el cual sera el medio basal para el resto del protocolo, y se agrego el

inhibidor de la via de GSK3, CHIR99021 (CHIR), en una concentracion 12 uM para estas


https://www.zotero.org/google-docs/?kolOXF

células, durante 24hs. Al dia siguiente, se retird el medio, se realizdé un lavado con PBS 1X
para remover la mayor cantidad de muerte celular, en este momento se pueden visualizar al
MiCcroscopio espacios que se generan en la monocapa luego de la muerte esperada por el
CHIR, y se reemplazé con medio basal fresco por 48 hs. En el tercer dia, se retir6 la mitad del
medio del well y se agregé la misma cantidad de medio basal fresco, se suplementé el medio
con 5 pM del inhibidor de la via de Wnt, IWP2 y se cultivaron por 48 hs. En el dia 5, se retird
el medio, se lavo con PBS 1X para remover las células muertas y se agregé medio basal por
2-4 dias (cambiando el medio dia por medio). Hacia el dia 7 del protocolo comienzan a
formarse estructuras en forma de red, luego entre los dias 8-9 aproximadamente se espera
ver regiones con actividad contractil espontanea, indicando la presencia de cardiomiocitos.
En el dia 9, el medio fue reemplazado por RPMI suplementado con B27 con insulina [B27(+)].

Con el objetivo de enriquecer el porcentaje de cardiomiocitos del cultivo y depurar de
células no deseadas se cultivaron las células por 6 dias mas con medio de seleccion. Para
ello, los cardiomiocitos en dia 11 del protocolo se replaquearon a una p100 previamente
tratada con Geltrex, utilizando TrypLE 10X, y se mantuvieron por 24 hs en DMEM 20% SFB
suplementado con iRock 10mM. El medio de seleccion consiste en cambiar el medio basal
por medio RPMI sin glucosa, 213 pg/mL L-Acido Ascérbico 2-Fosfato + 500 uM L-Glutamina
g/ml BSA para cultivo celular + 7 mM Lactato (Sigma). En el dia 18, los cardiomiocitos se
mantuvieron nuevamente con el medio basal RPMI + B27 (+) hasta el fin del protocolo a dia

21 (Figura 5).

4.3.2. Protocolo de maduracion de cardiomiocitos

Los cardiomiocitos derivados del protocolo de diferenciacion descripto se asemejan a
cardiomiocitos fetales. Para lograr obtener cardiomiocitos mas similares a los post-natales y
asi asemejar un poco mas a un cardiomiocito adulto se llevé a cabo un protocolo de
maduracion en el que los cardiomiocitos de dia 21 se mantuvieron en medio de maduracién
hasta el dia 38. Este medio consistié en el medio DMEM con baja glucosa suplementado con

hormona T3 en una concentracién de 4 nM, dexametasona 100 ng/mL, un agonista de



moléculas pequefias del PPARa 1 yM y acido palmitico 200 yM en medio DMEM con bajo

contenido de glucosa.

4.3.3. Tratamiento de cardiomiocitos con medio pro-
adipogénico

Las células fueron sometidas a un medio de cultivo pro-adipogénico (Kit de Diferenciacion
de adipogénesis StemPro) disefiado para inducir en las células madre mesenquimales su
participacién en la ruta de la adipogénesis y la generacion de adipocitos. Este modelo
experimental permitié evaluar la respuesta de las células a un ambiente rico en lipidos,
proporcionando informacién sobre su capacidad de adaptacién metabdlica y su propension a
la diferenciacion adipogénica. A dia 38 de la diferenciacion cardiaca post-maduracion, se
cambi6 el medio de cultivo por el medio pro-adipogénico. Este medio se mantuvo por una

semana, renovandose cada 2 o 3 dias.

4.4. Técnicas de Biologia Molecular utilizadas

4.41. Extraccion de ADN Genomico
Para la extraccion del ADN gendmico, se parti6 aproximadamente de 2x10° células

disociadas. Estas fueron centrifugadas, se realizé6 un lavado con PBS y se centrifugaron
nuevamente. Se resuspendio el pellet en 100 ul de buffer de lisis (10 mM Tris-HCI pH 8.3, 50
mM KCI, 2 mM MgCI2, 0.001% gelatina, 0.5% NP-40, 0.5% Tween-20), se agreg6 1 ul de
Proteinasa K (100 ng/ul) y se incubaron las muestras durante 1 hora a 60°C en agitacion. Para
inactivar la actividad de la enzima, las muestras se incubaron 15 min a 952C. El ADN se
precipitdé en frio con 600 ul de isopropanol 100% durante 30 min a -20°C. Las muestras se
centrifugaron a 12.000 g durante 15 min a 4°C, se lavo el pellet de ADN con etanol 70%. Las
muestras fueron vortexeadas brevemente y centrifugadas de nuevo a 12.000 g por 5 minutos.
Se descarto el sobrenadante y los pellets fueron secados con las tapas abiertas entre 10-15

minutos. Los pellets fueron resuspendidos en 30 ul de agua milliQ. Se incubaron las muestras



a 65°C durante 1 hora para favorecer la solubilizaciéon del ADN gendmico. La concentracion
de ADN (ng de ADN/ul de solucién) fue cuantificada en espectrofotometro NanoDrop 1000 y

guardadas a -20°C hasta su utilizacion.

4.4.2. Deteccion de contaminacion con Mycoplasma sp.

Rutinariamente, en el laboratorio controlamos los cultivos celulares para la detecciéon de
contaminacién con bacterias del género Mycoplasma sp. Para ello, se extrae ADN gendémico
de las distintas lineas celulares a analizar y realizamos reacciones de PCR punto final con
cebadores que amplifican una secuencia de ADN de 500 pb conservada en este género de
bacterias. Para verificar la eficiencia de la reaccién utilizamos un control positivo de muestra
de ADN gendmico de Mycoplasma sp., dado que ante la ausencia de contaminacion no
obtendremos producto de amplificacion. Los productos de la reaccion fueron corridos en un
gel de agarosa 1,5% m/v y revelados en el transiluminador (Foto Analyst Investigator FX,

Fotodyne).

Cebador Forward (5°-3’) Cebador Reverse (5’-3’)

Mycoplasma | ACACCATGGGAGYTGGTAAT CTTCTCGACTTYCAGACCCAAGGCAT

Tabla 2. Secuencias de los cebadores utilizados para la detecciéon de contaminacion por

Micoplasma

4.4 3. Extraccion de ARN total

Se purificé el ARN total utilizando el reactivo TRIzol Reagent (Ambion, cat no. 15596018)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se resuspendio el pellet celular en un
volumen 6éptimo de Trizol segun el numero de células de las que se partié para luego ser
conservado a -80°C hasta su procesamiento. Una vez descongelados a temperatura
ambiente, se procedié a la extracciéon organica con 0,2 volumenes de cloroformo (Merck), se
mezcld vigorosamente con vortex por 15 segundos y se incubaron por 2 a 3 minutos a

temperatura ambiente. Luego, se centrifugé el lisado a 13.000 g a 4°C por 15 minutos. Esto



generd una separacién en 3 fases, se transfirio la fase acuosa a un nuevo tubo eppendorf, la
cual contiene exclusivamente el ARN. Se adicionaron 0,6 volimenes de isopropanol y se
incubd por 10 minutos a temperatura ambiente. Las muestras se centrifugaron a 16.000 g a
4°C por 10 min. Se descartd el sobrenadante y se realizé un lavado con etanol 70%.
Finalmente, se resuspendio el pellet en agua libre de nucleasas y se incubaron las muestras
en un termobloque a 55°C por 10 min para favorecer la resuspensién y rehidratacion. La
concentracion de ARN aislado (ng de ARN/ul de solucién) se determind utilizando un
espectrofotdmetro automatico NanoDrop 1000 controlado por el software ND-1000. Se
verificd también que la relacién OD260/0D280 fuese de entre 1,7 y 2 para asegurar una
elevada pureza del ARN total obtenido. Este ARN fue conservado a -80°C hasta el momento

de uso.

4.4.3.1. Control de integridad de ARN

Se evalud la integridad del ARN extraido mediante electroforesis en gel de agarosa 1,5%

(m/v). Se evaluaron las presencias de las bandas de las subunidades ribosomales 28S y 18S.

444, Tratamiento con ADNasa y Retrotranscripcion

Para realizar la sintesis de ADN copia (ADNc) a partir de ARN, en primer lugar, todas las
muestras de ARN fueron tratadas con la enzima ADNasa | para eliminar posibles restos de
ADN en la muestra. Se utilizaron de 0,5 a 1 uyg de ARN total que fueron incubados en una
mezcla con la enzima ADNasa |, la solucidon buffer de la enzima y agua milliQ libre de
ADNasas y ARNasas hasta un volumen final de 10 pl, los tubos se incubaron a 37°C en
termobloque por 30 min. Se corté la reaccion con 1 ul de una solucién de EDTA 50mM e
incubacion a 65°C por 10 min. En este paso el ARN es desnaturalizado y pierde sus
estructuras tridimensionales. Por ultimo, las muestras se incubaron por 5 min en hielo, previo

a realizar la reaccion de retrotranscripcion.



El ADNCc se realizé a partir de la retrotranscripcion de los ARN mensajeros (ARNm). Para
ello, se utilizaron 0,5-1 ug de ARN total (previamente tratado con ADNasa ), 200 ng/ul de
oligonucledtidos al azar (Invitrogen 48190-011), dNTPs 10 mM y 200 U de la enzima
transcriptasa reversa M-MLV. La reaccién se llevo a cabo utilizando el siguiente programa en
termocicladora:

Paso 1: 5 minutos a 25°C (annealing o hibridacion)

Paso 2: 60 minutos a 37°C (elongacion)

Paso 3: 15 minutos a 70°C (inactivacién de la enzima).

Finalmente, las muestras de ADNc se diluyeron 1/10 en agua Milli-Q y fueron almacenadas

a -20°C hasta su utilizacion en PCR en tiempo real.

4.4.4.1. Disefno de cebadores para analizar los ADNc

Los pares de oligonucleétidos especificos (cebadores) utilizados en este trabajo para
analizar la expresion de los genes estudiados fueron disefiados en el portal BLAST de NCBI
con la aplicaciéon primer-BLAST. Para evitar la amplificacion de posible ADN gendmico
contaminante en las muestras, los cebadores fueron disenados de manera tal que cada
miembro del par sentido y antisentido hibride en un exén diferente del gen en estudio, en los
casos en los que esto fue posible. Los cebadores fueron sintetizados por el servicio de la
empresa Invitrogen o Macrogen. Las secuencias de los oligonucledtidos utilizados se indican

en la Tabla 4.

4.4.5. PCR a punto final

La reaccion de PCR se realizé en un volumen final de 20 pl. Se colocaron los siguientes
componentes por tubo de PCR: 10ul de Green-Taq Master Mix 2X, 1,5 ul de oligonucleétido
sentido (cebador forward) 5 uM, 1,5 ul de oligonucledtido antisentido (cebador reverse) 5 uM,
2 pl de ADNc y completando el volumen a 20 pl con agua libre de ADNasas.

La reaccion se llevo a cabo con el siguiente programa en la termocicladora:



Paso 1: 5 minutos a 94°C (Desnaturalizacion inicial y activacion de la polimerasa)

Paso 2: 30 segundos a 94°C (Desnaturalizacién del ADN molde)

Paso 3: 30 segundos a 60°C (Apareamiento)

Paso 4: 40 segundos a 72°C (Extension)

Paso 5: 5 minutos a 72°C (Extensién Final)

Se realizaron 35 ciclos de los pasos 2 a 4. El producto de la reaccion fue evaluado mediante
electroforesis en gel de agarosa con concentraciones de entre 0,8-2% m/v dependiendo del
tamano del amplicon. El gel fue visualizado en lampara UV.

Para secuenciar el producto de PCR se aument6 el volumen final de la reaccion a 30 l,

adaptando sus volumenes.

Nombre del gen Cebador Forward Cebador Reverse

PKG_gendémico GCAAGCCCAGGACATACACA TTCAGACTGGAGGCACCCTA

PKP2_genémico GGATACCATGGAAAACTAGGGATGT | TGCTGTCAAAAACGGTGTCG

Tabla 3. Secuencia de los cebadores utilizados en la PCR a punto final en sentido 5°-3".

4.4.6. Digestion con Enzima de Restriccion

Debido a la incorporacion del sitio de corte de la enzima de restriccion BamHI en el ssODN
utilizado, se pudo determinar el éxito de la incorporacion del mismo realizando la digestién del
producto de PCR de ADN gendmico lindante al sitio de edicion. Para ello, se precipito el
producto obtenido de la reaccion de la siguiente manera: para 45 pl de producto de PCR se
agregod 150ul de agua y 22,2 ul de acetato de sodio. Se mezcld bien por inversion y se
agregaron 555 pl de etanol 100%. Las muestras se incubaron a -20°C por 2 a 3 horas o hasta
el dia siguiente. Luego, las muestras se centrifugaron a 13.000g durante 15 min a 4°C. El
pellet se resuspendié en 15-30 pyl de agua (dependiendo del tamafio del pellet) y se midio la
concentracion de ADN en el espectrofotometro automatico NanoDrop 1000.

El producto de PCR purificado se digiri6 con la enzima BamHI. Para la digestion se

utilizaron aproximadamente 500 ng de ADN, 2 ul de buffer K, 1 ul de enzima BamHI y agua



hasta 20 ul. Las muestras se incubaron durante 2 horas a 30°C en termobloque. Para verificar
la digestion de la enzima se realiz6 un gel de agarosa 1,5% p/v durante aproximadamente 1

h a un voltaje constante de 100 V y se evalué por transluminiscencia.

KasI
Bcivl
BanI

BmeT110I
Narl
B’s‘xg{ BsaHI
Sfol PluTI Alel
Start (0) EcoP15I1 Haell MslI End (70)
57 CAAGGTGACTGAGTGGCAGCAGACATACACCTACGACTAGGGTATCCACTCGGGCGCCAACACCTGCGTG 3’
o } + } + } t } t } t } t | 70
3’ GTTCCACTGACTCACCGTCGTCTGTATGTGGATGCTGATCCCATAGGTGAGCCCGCGGTTGTGGACGCAC 57
KasI
BmeT1101 Banl
Aval Narl
BsoBI BsaHI
BstYI PluTI Alel
Start (0) EcoPiok Sfol  paerr MslI  End (70)
57 CAAGGTGACTGAGTGGCAGCAGACATACACTTACGACTGAGGGATCCACTCGGGCGCCAACACCTGCGTG 3r
it : . } . . : i by } } : : | 70
3’ GTTCCACTGACTCACCGTCGTCTGTATGTGAATGCTGACTCCCTAGGTGAGCCCGCGGTTGTGGACGCAC 57
A

Figura 15. a) Secuencia original del gen de PKG. b) Secuencia del ssODN con mutacion

puntual donde se muestra el nuevo sitio de restricciéon para la enzima BamHI en azul.

4.4.7. PCR en tiempo real o cuantitativa

La expresion génica se cuantifico mediante PCR cuantitativa (QPCR) realizando una
mezcla volumen final 10 ul. Se utilizaron 5 ul de la mezcla de reaccion FastStart Universal
SYBR Green Master (ROX) (Roche), 0,5 uM de cebadores especificos y 2 pyl de ADNc
previamente diluido 1/10. Cada muestra fue corrida por duplicado. Se utilizé el termociclador
StepOne Plus (Applied Biosystems) y el programa utilizado fue el siguiente:

Paso 1: Activacién de la enzima UDG (uracil-DNA glycosylase) para degradacion de
posibles amplicones contaminantes (que contiene uracilo): 2 minutos a 50°C

Paso 2: Desnaturalizacion inicial y activacion de la polimerasa: 10 minutos a 95°C

Paso 3: Desnaturalizacion: 15 segundos a 94°C

Paso 4: Apareamiento y extension: un minuto a 60°C

Se realizaron 40 ciclos de los pasos 3-4. La lectura de la fluorescencia fue realizada al

finalizar el paso 4 de cada ciclo. Para cada uno de los ADNc analizados se realizaron curvas



de temperatura de apareamiento para verificar la presencia de un unico producto de
amplificacion.

Cada experimento se realizé al menos con tres réplicas bioldgicas. Los datos crudos fueron
exportados y procesados usando el programa LinReg PCR (v2017.1)(Ruijter et al., 2009). El
mismo permite el calculo de una cantidad inicial de ADNCc teérico, NO, a partir del calculo de
la eficiencia de amplificacion para cada par de cebadores utilizado. En cada experimento se
evaluo la expresion de dos genes normalizadores o housekeeping, GADPH y RPL7. Se utilizd
la media geométrica de su NO para normalizar la expresion de los genes en estudio. Los NO
fueron promediados entre réplicas técnicas y luego normalizados por la media geométrica de
los genes housekeepings. Finalmente, se relativizaron los valores al promedio de las réplicas

bioldgicas en la condicion control, o tiempo inicial en experimentos de progresion temporal.

Nombre del gen

Cebador Forward

Cebador Reverse

AFP TGCTGGATTGTCTGCAGGATG ACGTTCCAGCGTGGTCAGTTT
B-CATENINA GTGGGCTGCAGAAAATGGTTG AGACAGATAGCACCTTCAGCA

BRACHYURY TCCCAGGTGGCTTACAGATGA GGTGTGCCAAAGTTGCCAAT
CONEXINA 43 GTGCCTGAACTTGCCTTTTC CCCTCCAGCAGTTGAGTAGG
CTNT ATGATGCATTTTGGGGGTTA CAGCACCTTCCTCCTCTCAG
CYCLIN-E1 GCAGGATCCAGATGAAGAAATG TATTGTCCCAAGGCTGGCTC
DESMINA GAGACCATCGCGGCTAAGAA TCAGGGAATCGTTAGTGCCC
DSC2 AACGGAGGTCAGGAGACCAT TTTTTCACCAAGACGGGGCT
DSG2 TTCGGGAGGGAGAGGATCTG TCCTCTTGCATCCAAAGCGT

DSP GTGTCCTGGCACTACTGCAT CTTCTGGGCATCGGTGAACT

E-CADHERINA

AAAGGCCCATTTCCTAAAAACCT

TGCGTTCTCTATCCAGAGGCT

GAPDH ACAGCCTCAAGATCATCAG GAGTCCTTCCACGATACC
ISLET1 CACAAGCGTCTCGGGATTGTGT AGTGGCAAGTCTTCCGACAA
MESP1 GCCACTTCACACCTCGGGCTC CCAGGCCGCAGAGAGCATCCA
MYH7 TTGGCCCCTTTCCTCATCTG TGAGGTCAAAAGGCCTGGTC
N-CADHERINA AGGCTTCTGGTGAAATCGCA TGCAGTTGCTAAACTTCACATTG




Nombre del gen

Cebador Forward

Cebador Reverse

NANOG AAAGGATCTTCACCTATGCC GAAGGAAGAGGAGAGACAGT
NESTINA GCGTTGGAACAGAGGTTGGA CCAGGCTGAGGGACATCTTG
NKX 2.5 CCCACGCCCTTCTCAGTCAA GTAGGCCTCTGGCTTGAAGG
OCT4 CTGGGTTGATCCTCGGACCT CACAGAACTCATACGGCGGG
PDRM16 ATGCCGACTTTTGGGAAGGG GGAGTGTCTTCGGAAAGGGA
PKG GCTCACCAAACTGCTCAACG GATGCCACCCGACTTGAAGA
PKP2 CTTCTAAACACCGGGGGCAT AGTGGTAGGCTTTGGCAGTC
PPARG GGAAGACCACTCCCACTCCT GGAGATGCAGGCTCCACTTT
RPL7 AATGGCGAGGATGGCAAG TGACGAAGGCGAAGAAGC
SOX17 CCAAGGGCGAGTCCCGTAT AGCGCCTTCCACGACTTG
SOX2 AGCATGGAGAAAACCCGGTACGC CGTGAGTGTGG_I/__\TGGGATTGGTG
SPARC ACCAGCACCCCATTGACG AGGTCACAGGTCTCGAAAAAGC
TBP AAGACCATTGCACTTCGTGCC TGGACTGTTCTTCACTCTTGGC
TBX6 CAGCCTACCAGAACCCACAG GTGTGTCTCCGCTCCCATAG
TCF21 ACCTGACGTGGCCCTTTATG TAGCGGGATCCTTCCTCCAT
TUBB3 TGGGCGACTCGGACTTGC CCACTCTGACCAAAGATGAAATTG

Tabla 4. Secuencia de los cebadores utilizados en la PCR cuantitativa en sentido 5-3°

4.4.38.

4.4.8.1.

Extraccion de proteinas

Analisis de proteinas por Western Blot

Los extractos de proteinas totales fueron obtenidos de las células en sus distintos estadios

utilizando el buffer de extraccion RIPA (Sigma) suplementado con inhibidores de proteasas

(Protease inhibitor cocktail set |, Calbiochem). Las muestras se incubaron 10 minutos en hielo

y se guardaron a -80°C hasta su utilizacion. Una vez descongeladas, se centrifugaron 5

minutos a 10.000 rpm, se recuperaron los sobrenadantes y se transfirieron a un nuevo

eppendorf.




4.4.8.2. Cuantificacion y preparacion de muestras

Para la cuantificacion de proteinas se utilizé el método del acido bicinconinico (BCA, del
inglés Bicinchoninic Acid Protein Assay) (Pierce) empleando albumina sérica bovina (ASB)
como patrén, siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las concentraciones de
proteinas se leyeron utilizando un espectrofotometro (iMark, Microplate Reader, Bio-Rad), con
el programa Microplate Manager Software (Bio-Rad). Se leyé la absorbancia a 595 nm, se
graficé la curva de calibracion y se calculd la concentracién de proteinas de la muestra a partir
de la curva utilizando la siguiente férmula: x= ab-y.

Las muestras se prepararon con 20 ug de proteinas a las cuales se les agregé la solucién
de siembra (generar carga negativa a la muestra) con B-mercaptoetanol (para reducir puentes
SH-SH) y se llevd a un volumen de 20 ul con agua. Las muestras se calentaron entre 3-5 min

a 100°C para completar el proceso de desnaturalizacion.

4.4.8.3. Protocolo de Western Blot

Posteriormente a la cuantificacién, las proteinas se separaron electroforéticamente por
SDS-PAGE en un gel de 10% de acrilamida durante 2:30 horas a 100 Volts. Las muestras se
electrotransfirieron a una membrana de PVDF (General Electric) durante 1 hora a 400 mA
constantes. Finalizada la electrotransferencia se bloqued la membrana durante 1 hora a
temperatura ambiente en solucién PBS-Tween que contiene 5% m/v de leche. La membrana
se incubo durante toda la noche a 4°C con los anticuerpos primarios especificos (Tabla 5),
preparados en PBS-Tween mas el agregado de 3% m/v de leche. Luego se realizaron 2
lavados rapidos y 2 lavados de 30 minutos en PBS-Tween. Seguidamente se incubaron las
membranas durante 1 hora con los anticuerpos secundarios correspondientes (acoplado a la
enzima peroxidasa) (Tabla 6). Por ultimo, se realizaron 3 lavados de 10 minutos con PBS-
Tween. El revelado de las proteinas se realiz6 mediante quimioluminiscencia utilizando el
reactivo comercial SuperSignal West Femto (Thermo Scientific), reaccién que fue captada por

un detector de quimioluminiscencia (ImageQuant LAS 4000 mini).



Las soluciones utilizadas en la electroforesis fueron: Solucion de siembra: Tris 40 mM pH
= 6,8, glicerol 6%, azul de bromofenol 0,006%, SDS 1% y B-Mercaptoetanol 0,1%; Solucién
de Corrida: Tris 25 mM pH = 8,3, glicina 192 mM, SDS 0,1%; Solucién de Transferencia: Tris
25 mM pH = 8,3, glicina 192 mM, SDS 0,1%, Metanol 20%, PBS-Tween: Tween-20 (Sigma-
Aldrich) 0.1% V/V en PBS. Los geles utilizados fueron de poliacrilamida al 10% (gel de
resolucion): -Para gel 10%: 2 ml de acrilamida 30%-bisacrilamida 0,8% (BIO-RAD), 1,5 ml de
Tris HCI 1,5M pH = 8,8, 60 ul SDS 10%; 60 pl de persulfato de amonio 10%, 2,4 ml de H20
destilada y 6 ul de tetrametiletiliendiamina (TEMED) (Sigma-Aldrich). -Gel de poliacrilamida
concentrador: 0,4 ml de acrilamida 30%-bisacrilamida, 0,8%, 0,375 ml de Tris-Cl 1 M pH =

6,8, 30 ul SDS 10%, 30 pl APS 10%, 2,16 ml de H20O destilada y 4 yl de TEMED.

Anticuerpo Primario | Especie Marca N.° Catalogo Dilucion
PKG Rabbit Abcam ab184919 1/1000
PKP2 Mouse Abcam ab151402 1/1000
GAPDH Mouse Santa Cruz sc-32233 1/5000

Tabla 5. Anticuerpos primarios utilizados para Western Blot.

Anticuerpo Secundario Especie Marca N.° Catalogo Dilucién
anti- Mouse IgG Goat Life Technologies G-21040 1/10000
anti- Rabbit IgG Goat Invitrogen G21234 1/10000

Tabla 6. Anticuerpos secundarios utilizados para Western Blot.

4.4.9. Citometria de Flujo
449.1. Proteinas de membrana

Las células fueron levantadas unicelularmente con TrypLE 1X. Luego de la centrifugacion,
las células se resuspendieron en 200 pl de PBS con 0.1% m/v de albumina (PBS/ALB 0.1%).

La muestra se dividié en 4 tubos con 50 pl cada uno. Cada tubo se llevo a una dilucién 1:100



del anticuerpo primarios conjugados correspondientes y se incubaron por 30 minutos a
temperatura ambiente (TA). A continuacion, las células fueron lavadas dos veces y
resuspendidas en 250 yL de PBS/Albumina 0,1% para ser analizadas en un citdmetro de flujo
BD Accuri C6. Se utilizaron células sin marcar como controles para seleccionar la poblacion
correspondiente a las células en el citometro y poder determinar las poblaciones positivas
para cada marcador. Al menos 15.000 eventos fueron tomados con un Citémetro BD Accuri

C6 a baja velocidad. Los datos fueron analizados con el software FlowJo.

4.4.9.2. Proteinas nucleares y citoplasmaticas

Las células fueron levantadas unicelularmente con TrypLE 1X o 10X dependiendo el
estadio de la célula. Luego de la centrifugacion, las células fueron fijadas por 15 minutos con
200 pl de paraformaldehido 4% m/v (PFA 4%) a TA. Luego de 3 lavados con PBS 1X, las
células se permeabilizaron y bloquearon con la solucion de permeabilizaciéon (SP: PBS 1X,
Tritén 0,1%, Suero de cabra o burro 3%) por 30 minutos a TA. Luego se incubaron los
anticuerpos primarios diluidos 1:200 en BP por 30 minutos a TA o, alternativamente, durante
16 horas a 4°C. A continuacion, se realizaron tres lavados con solucion de lavado (SL: PBS
1X, Tritén 0.1%) y se incubaron los anticuerpos secundarios diluidos 1:400 en SP por 1 hora
en oscuridad. Finalmente, se realizaron 3 lavados con SL y se resuspendieron los pellets
celulares en 200-300 pl de PBS 1X. Al menos 15.000 eventos fueron tomados con un

Citémetro BD Accuri C6 a baja velocidad. Los datos fueron analizados con el software FlowdJo.

Anticuerpo Primario Especie Marca N.° Catalogo Dilucién
CD326 Mouse Molecular Probes A15782 1/200
cTnT Mouse Invitrogen MA1-16687 1/200
CD56 Mouse Molecular Probes A15704 1/200

Tabla 7. Anticuerpos primarios utilizados para citometria de flujo.

4.4.10. Microscopia de Fluorescencia



4.4.10.1. Células sembradas en placa multiwell-24

Se fijaron las células con PFA 4% por 10-20 minutos a TA y se realizaron 3 lavados de 5
minutos cada uno con PBS 1X. La permeabilizacion y bloqueo se realizaron agregando SP
(SP, ver apartado 5.10) por 30-40 minutos a TA. Para la incubacion del anticuerpo primario
se realizaron las diluciones de los anticuerpos correspondientes (dilucién 1:300 en SP) y se
incubaron toda la noche a 4°C en camara humeda. Al dia siguiente, se realizaron 3 lavados
de 5 minutos cada uno con SL (SL, ver apartado 5.10) y se incubaron los anticuerpos
secundarios (dilucion 1:400 en SP) con 0,5 ug/ml de DAPI por una hora a TA en oscuridad.
Luego se realizaron 3 lavados en SL y se mantuvieron las muestras a 4°C en PBS 1X hasta
la obtencion de imagenes. Se utilizé el microscopio digital invertido EVOS XL Core Imaging
System (Thermo Fisher Scientific) con condiciones fijas de exposicion y brillo (determinadas
manualmente mediante un analisis preliminar de los preparados). Se guardaron las capturas
en archivos formato tiff en 8 bits. Posteriormente, se procesaron las imagenes crudas con el
software Fiji v2.1.0/1.53q. Se determinaron los valores minimos y maximos de fluorescencia

para cada canal por cada réplica bioldgica.

4.4.10.2. Células sembradas en vidrio

Se utilizaron vidrios cubreobjetos circulares de 12 mm de diametro y 0,13-0,17 mm de
grosor (HDA COVER GLASS). Los vidrios fueron esterilizados bajo mechero con etanol 100%
y fuego, luego fueron colocados en un tubo cénico de 50 ml estéril y almacenados hasta
utilizar en cultivo celular. Los vidrios se retiraron del tubo y colocados de a uno dentro de una
multiwell-24. Se los pretratd con Geltrex durante 1 hora en estufa a 37°C. Las células fueron
cultivadas sobre los vidrios del mismo modo que dentro de las placas multiwell.

Para la inmunomarcacion, el medio de cultivo fue retirado y se realizé un lavado con PBS
1X. La fijacion, la permeabilizacién y el bloqueo se realizaron del mismo modo que para las
placas multiwell. Para la marcacion con el anticuerpo primario, el vidrio fue retirado del well

con una pinza y colocado boca abajo sobre una gota de 15 pl de la dilucién del anticuerpo



primario (dilucién 1:300 en SP) y fueron incubados durante 16 horas a 4°C en camara
hameda. Luego, el vidrio fue tomado con una pinza y colocado boca arriba en un well. Se
realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno con SL. Posteriormente, para la marcacion de las
muestras con el anticuerpo secundario y los nucleos, el vidrio fue retirado del well con una
pinza y colocado boca abajo sobre una gota de 15 pl de la dilucidon del anticuerpo secundario
(dilucién 1:400 en SP) con 0,5 pg/ml de DAPI. El anticuerpo secundario fue incubado 1 hora
a temperatura ambiente en oscuridad. Luego de la incubacion, el vidrio fue colocado
nuevamente dentro de un well con una pinzay se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno
con 1 ml de SL. La obtencion de imagenes se realizé del mismo modo que para las placas

multiwell.
4.4.10.3. Tincion con faloidina

Para la tincion con faloidina (Invitrogen), las células se fijaron, bloquearon vy
permeabilizaron como se explicé anteriormente. La solucién de uso se encuentra en una
concentracion de 165uM (1000X) y se conjugé junto con los anticuerpos secundarios. Luego
se continuaron los lavados de la misma manera que con las marcaciones con anticuerpos y

se obtuvieron las imagenes utilizando el microscopio digital invertido EVOS.

4.410.4. Analisis de imagenes de microscopia

Se utilizé analisis bioinformatico cuantitativo para medir el grado de alineacién del
citoesqueleto de F-actina, donde los valores mas cercanos a 1 indicarian un patron isotropico

(alineado) y mientras mas cerca del 0, tendrian un patron mas anisotrépico (no alineado).
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Figura 16. Imagen representativa de los valores obtenidos del parametro de orden. (Imagen

obtenida de Marcotti y colab. [78])

Anticuerpo Primario Especie Marca N.° Catalogo Dilucién

CTNT Mouse Invitrogen MA1-16687 1/200
DSP Rabbit Abcam AB71690 1/100
N-CADH Mouse Cell Signaling 14215 1/100
NESTINA Mouse Millipore MAB5326 1/50
NKX 2.5 Rabbit Santa Cruz SC-14033 1/50
OCT4 Mouse Santa Cruz sc-5279 1/200
PKG Mouse Invitrogen 13-8500 1/50
PKG Rabbit Abcam ab184919 1/200
PKP2 Mouse Abcam ab151402 1/200
PKP2 Rabbit Invitrogen PA5-53144 1/50
SOX17 Mouse Invitrogen MA5-24885 1/50
SOX2 Rabbit Cell Signaling 3579 1/50

Tabla 8. Anticuerpos primarios para inmunofluorescencia.

Anticuerpo Secundario | Especie | Fluoréforo Marca N° Catalogo Dilucién
anti- Mouse Donkey 488 Invitrogen A21202 1/400
anti- Rabbit Goat 488 Invitrogen A11034 1/400
anti- Mouse Goat 594 Invitrogen A11032 1/400
anti- Rabbit Donkey 594 Invitrogen A21207 1/400

Tabla 9. Anticuerpos primarios para citometria de flujo e inmunofluorescencia.

4411. Tincion con Oil Red O

Para evaluar la acumulacion de lipidos intracelulares, se realizé la tincion con Oil Red O
siguiendo el siguiente protocolo: las células fueron lavadas con PBS frio y fijadas con

formaldehido al 4% a temperatura ambiente durante 15-20 minutos. Posteriormente, se


https://www.zotero.org/google-docs/?QCf7vd

realizaron dos lavados con PBS para eliminar residuos no especificos. Las células fueron
incubadas con la solucion de trabajo de Oil Red O (preparada en una proporcion de 60% de
colorante y 40% de agua) a temperatura ambiente durante 50-60 minutos. Luego de la tincion,
se llevaron a cabo lavados con PBS para remover el exceso de colorante. Para la
cuantificacion de lipidos intracelulares, el colorante retenido en las células fue extraido
mediante incubacién con isopropanol al 100% y su absorbancia fue medida a 490 nm
utilizando un espectrofotometro. Se utilizd isopropanol como blanco para normalizar los

valores obtenidos entre los diferentes grupos experimentales.

4.412. Tincion con Cristal Violeta

Las células se incubaron con solucidon Cristal Violeta por 30 minutos en rocker a
temperatura ambiente. Luego, se retir6 el excedente y se llevaron a cabo 3 lavados con PBS.
Una vez comprobada la tincién bajo el microscopio, se capturé una imagen del well completo
por medio de un microscopio Optico de maxima resolucion (Microscopio Wide Field Axio
Observer). El porcentaje de area ocupada por células en el well se determind mediante el
procesamiento de imagenes con el software Fiji (ImagedJ). Finalmente, se utilizé esta area
para normalizar los valores de absorbancia obtenidos con el Oil Red O, permitiendo una

comparacion precisa entre las diferentes muestras y lineas celulares.

4.4.13. Microscopia de Transmision Electronica

A dia 38 del protocolo de diferenciacién cardiaca los cardiomiocitos maduros fueron
lavados con PBS vy fijados en una mezcla Karnovsky conteniendo 2% (p/v) de glutaraldehido
y 4% (p/v) de formaldehido en buffer cacodilato 0.1M a pH 7.3. Posteriormente, las células se
despegaron de la base de las placas con un scraper y se centrifugaron a 1000 g; los pellets
se mantuvieron en la solucién fijadora por 2 horas y luego se post-fijaron con tetroxido de
osmio al 1% en buffer cacodilato durante 1 hora. A continuacion, se deshidrataron en una

serie de acetonas de graduacion creciente y se incluyeron empleando una resina epoxi: Spurr



(Electron Microscopy Sciences, USA). La polimerizacion de la resina se llevé a cabo en una
estufa a 60°C durante 48 hs.

Una vez incluido el material, se realizaron las secciones ultrafinas de 90nm en un
ultramicrotomo RMC Power Tome -XL empleando una cuchilla de diamante y se montaron en
grillas de niquel de 200 mesh. Finalmente, las grillas se examinaron utilizando un microscopio
electrénico Hitachi HT 7800 (Hitachi, Tokio, Japén) operado a 80 kv y fueron fotografiadas
con una camara NS 15 AMT (Advanced Microscopy Techniques Corp., Woburn MA, EE.UU.).

Con las imagenes obtenidas se realizaron mediciones de los largos de los sarcomeros y
las distancias entre los desmosomas considerando la cantidad de estructuras encontradas en
Mm de uniones celulares medidas (se muestra un promedio de lo medido). Las distancias de
los desmosomas se determinaron considerando la cantidad de estructuras encontradas

respecto a um de uniones celulares medidas (se muestra un promedio de lo medido).

4.414. Analisis de la Contraccion del Cardiomiocito

Para analizar las caracteristicas de la contraccién de los cardiomiocitos, se realizaron
grabaciones de los mismos en distintos dias del protocolo: dia 21 (cardiomiocitos en estado
embrionario antes de comenzar el protocolo de maduracién) y dia 38 (cardiomiocitos
maduros). Los videos se capturaron con microscopio con su respectiva extension de camara
(Nikon DS-L3) mientras se utilizaba el programa NIS-elements (Nikon) en el ordenador para
controlar la configuracion de la visualizacion, con una duracion estandar de 20 segundos y un
aumento de 200x. El andlisis de la contraccion se realizo con el software de codigo abierto
"ContractionWave", que cuantifica la contraccién celular mediante un algoritmo de densidad
de flujo optico. El software permite visualizar la sefal de contracciéon, marcando puntos clave
como el inicio de la contraccion, el punto de maxima rapidez, el final de la contraccion y la

relajacion [79].


https://www.zotero.org/google-docs/?2ihBfc
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Figura 17. Ejemplo de seial obtenida de la contraccion de cardiomiocitos con el software
ContractionWave. En la imagen se pueden observar los siguientes puntos importantes que utiliza el
software para el analisis: verde: comienzo de la contraccion; 1er punto rojo: punto maximo de velocidad
de contraccion; azul: final del tiempo de contraccién; 2do punto rojo: maximo de relajacion; violeta:

finalizacién del tiempo de contraccién-relajacion.

4.5. Secuenciacion masiva de ARN total

Se sembraron las células para realizar el protocolo de diferenciacion cardiaca y se
recolectaron muestras de ARN total a dias 0, 7, y 21 de 3 protocolos independientes de la
linea PKG-KO y control wild-type. EI ARN total fue purificado como fue descripto previamente
utilizando el reactivo TRIzol. La concentracion obtenida de ARN se midié por
espectrofotometria utilizando el equipo Qbit y se alicuotaron 5 ug de masa en un nuevo tubo.
Se completo el volumen a 100 ul con agua y se precipitaron las muestras con 0.1 volimenes
de acetato de sodio 3M pH 5,5 y 2 volumenes de etanol 100%.

Las muestras fueron transportadas en este formato a las instalaciones de Macrogen (Corea
del Sur), donde se construyd la biblioteca y se realizé la secuenciacion. Brevemente, se utilizo
el kit Truseq Stranded Total RNA con deplecion de ARN ribosomal. Luego, se secuenciaron
las bibliotecas con un nivel de profundidad de aproximadamente 35 millones de lecturas

pareadas.



Los archivos de datos crudos (fastq) fueron luego recibidos mediante enlace electrénico,
descargados y procesados. En primer lugar, se verificé la calidad de las lecturas y la presencia
de secuencias adaptadoras mediante el software FastQC3. Luego, se alinearon las lecturas
contra el genoma de referencia humano GRCh38 (Gencode versién 394) utilizando el software
STAR vy el archivo GTF primary assembly de la misma version. Se utilizé el modulo
GeneCounts del mismo programa para generar las tablas de cuantificacion de lecturas crudas
de genes. Los reportes generados por FastQC y STAR fueron compilados luego con el
software MultiQC para evaluar grafica y rapidamente los estadisticos de calidad y
alineamiento.

Luego, se utilizaron las tablas de cuantificacion génica para continuar con el analisis de
expresion diferencial de genes utilizando el paquete DESeq2 del software libre R. Se filtraron
aquellos genes que no superaron el limite de 10 lecturas. Luego, se realizaron los calculos de
expresion diferencial con parametros estandar y aplicando la férmula 'Genotipo Tiempo +
Interaccién’. El analisis de ontologia génica fue realizado utilizando los paquetes
clusterProfiler y enrichR. Brevemente, se utilizaron los genes diferencialmente expresados
para cada condiciéon analizada, ordenados en orden descendiente de log2FoldChange,
filtrados por padj. Las tablas obtenidas fueron luego representadas graficamente con el

paquete ggplot2.

4.6. Analisis Estadistico

Los resultados experimentales son presentados como la media t error estandar de la
media (SEM) para al menos tres réplicas bioldgicas. El analisis estadistico de la RT-gPCR fue
realizado mediante analisis de ANOVA de un factor en bloques aleatorizados seguido de la
prueba de comparacion multiple de Tukey o prueba de t de Student con correccion de Welch,
utilizando el programa GraphPad PRISM versién X. Las diferencias fueron consideradas
estadisticamente significativas cuando los valores de p fueron menores a 0,05 entre los

tratamientos indicados (p < 0.05).



5. Resultados

5.1. Capitulo 1: Generacion de una linea celular

knock-out para el gen de la Placoglobina.

Como mencionamos previamente en la introduccion, la DA es generada principalmente por
mutaciones en los genes desmosomales, como por ejemplo la PKG. En primer lugar, nos
propusimos estudiar el impacto de la falta de esta proteina desmosomal en la diferenciacion
de células madre pluripotentes humanas a cardiomiocitos. Para esto, buscamos realizar
ensayos de pérdida de funcion realizando la generacion de una linea Knock-Out (KO) de este
gen mediante la técnica de edicion génica CRISPR/Cas9. El objetivo general de este capitulo
es desarrollar la técnica de edicidon génica CRISPR/Cas9 para ediciones puntuales por
recombinacion homdéloga, generar una linea de CMPi PKG-KO para asi realizar estudios de
pérdida de funcidon de esta proteina y evaluar las consecuencias fenotipicas en la

diferenciacion cardiaca y en los cardiomiocitos.

5.1.1. Puesta a punto para la generacion de clones celulares
editados genéticamente mediante CRISPR/Cas9

El primer objetivo de este capitulo fue la puesta a punto del método para la generacion de
lineas clonales de CMPi editadas genéticamente utilizando CRISPR/Cas9. El plasmido
utilizado codifica la endonucleasa Cas9 y expresa un ARNg dirigido a la secuencia especifica
presente en el gen a editar, asi como también un casete para seleccidén con el antibiético
eucariota puromicina. Los dos ARNg se disefiaron para estar dirigidos al primer exdn del gen
de la PKG. Ademas de este plasmido, se transfectd una secuencia molde (ssODN). Como se
comenté en el capitulo de materiales y métodos, estos ssODNs son especificos para cada

uno de los ARNg y homdlogos a la zona de edicion, aunque contienen una mutacion puntual



para generar un codoén de stop prematuro y dos mutaciones silenciosas, una que modifica el
PAM para evitar que la Cas9 vuelva a cortar en caso de una recombinacion homadloga exitosa,
y otra que genera un nuevo sitio de corte de la enzima de restriccion BamHI.

Luego de la transfeccion, las células fueron seleccionadas con puromicina y se obtuvieron
los pools celulares para cada una de las condiciones. Los pools celulares se sembraron en
un multiwell-6, a una relaciéon de 100 células por well con el objetivo de obtener lineas de
CMPi clonales. Esta metodologia permitio la formacién de colonias celulares las cuales fueron
luego picadas y transferidas a un nuevo multiwell-24 de manera individual.

Realizamos el screening de los dos pools de células transfectadas con cada ARNg,
analizando mas de 10 clones por condicidn. Luego del corte con BamH1 de los amplicones
de PCR especificos, aquellos clones celulares que mostraron el patron de corte esperado
fueron seleccionados y enviados a secuenciar por Sanger.

El analisis mediante secuenciacion por Sanger revel6 un histograma con una mezcla de
sefales, indicando la presencia de células con diferentes secuencias gendmicas dentro de
los “clones” seleccionados, concluyendo entonces que los “clones” no estaban formados a
partir de 1 unica célula. Debido a esta heterogeneidad y al no lograr obtener un clon celular
homocigota con la edicion deseada, decidimos cambiar la estrategia de generacion de clones.

Esta estrategia esta explicada en detalle en el capitulo de 2.3 de materiales y métodos
(Figura 18). Los amplicones obtenidos de los pools celulares, de los nuevos clones y de un
control wild-type (WT) fueron sometidos a la digestion con la enzima de restriccion BamHlI.
Dependiendo del ARNg + ssODN utilizado la eficiencia de edicion de los guias fue diferente:
15.4% (n=2/14 clones) y 71.4% (n=10/13 clones) para el ARNg-1 y ARNg-2, respectivamente

(Figura 19).
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Figura 18. Crecimiento de célula unica. Imagenes representativas tomadas con microscopio

optico a distintos dias post seleccion clonal. Se observa como las células van proliferando y a los 10

dias ya obtenemos una colonia suficientemente grande para pasar a otro well.
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Figura 19. Producto de PCR de la secuencia de PKG lindante al sitio de edicion deseada
digerido con la enzima BamHI. En el gel de agarosa podemos observar con recuadros en blanco los
pools y clones celulares que incorporaron el ssODN correctamente los cuales tienen el producto de
PCR de PKG y 2 bandas mas tenues de menor peso molecular correspondientes a la digestion de la
enzima BamHI. Aquellos clones que no incorporaron el ssODN no pudieron ser digeridos por BamHI y
en consecuencia solo se observa la amplificacién del gen PKG. WT: CMPi sin transfectar; Pool G1:

pool de células transfectadas con el ARNg-1; Pool G2: pool de células transfectadas con el ARNg-2.

51.2. Generacion de la linea celular PKG-KO.

Se secuenciaron por Sanger los pools celulares y 2 clones generados con cada uno de los
ARNg para confirmar la correcta ediciéon para generar la linea PKG-KO de los cuales se eligio

uno para seguir trabajando con los objetivos del trabajo (PKG-KO-01) (Figura 20).
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Figura 20. Secuenciaciones por Sanger. Histograma de las secuencias gendmicas de las células

wild-type, pools celulares de ambos ARNg y el clon correctamente editado PKG-KO-01. En amairillo:

cambios de nucleoétidos en el clon. Linea punteada roja: sitio de corte de la Cas9.

En el caso del pool celular se puede observar la presencia de diferentes secuencias a partir
del sitio de corte de la Cas9 como consecuencia de los Indels generados al azar en las

diferentes células, ademas de aquellas que se editaron correctamente. En la secuenciacion



del clon PKG-KO-01 en cambio, se observan los cambios deseados de manera homocigota
a partir de los cuales el codon codificante para una S en la posicion 24 de PKG es modificado
para generar un codon de stop (PKG, p.S24X). Como resultado, la traduccién de la proteina
se interrumpe antes de completar su secuencia funcional, lo que conduce a la pérdida de la
funcion de la proteina. Las secuencias obtenidas tras la edicion genética son las siguientes:
PKG WT: MEVMNLMEQPIKVTEWQQTYTYDSGIHSGANTCVPSVSSKGIMEEDEACG...
PKG-KO-01: MEVMNLMEQPIKVTEWQQTYTYDX
Posteriormente, la ausencia de la proteina PKG en las células fue confirmada mediante

analisis de inmunofluorescencia y Western blot (Figura 21).
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Figura 21. Analisis de la expresion proteica de PKG. Arriba: Deteccion por inmunofluorescencia de
la proteina PKG (magenta) en células wild-type y el clon celular PKG-KO-01 usando un aumento de
400X. Se utiliz6 DAPI como marcacion nuclear (amarillo). Barra de escala: 200um. Abajo: Identificacion
de la ausencia de expresion proteica de PKG mediante Western Blot para la evaluacién del knock-out
de la proteina. PKG-KO-a, PKG-KO-b y PKG-KO-c corresponden a otros clones celulares evaluados,

WT corresponde a una muestra de células wild-type como control positivo.

5.1.3. Validacion de la pluripotencia en la linea celular PKG-
KO-01

En la generacién de lineas de CMPi editadas genéticamente, las células son expuestas a
una serie de estimulos que pueden resultar estresantes y pierdan el estado pluripotente. Las
células fueron mantenidas en cultivo en condiciones de pluripotencia y se evalué la morfologia
mediante microscopia de campo claro. No se observaron cambios morfolégicos celulares, ni
aumento notorio en el nivel de muerte celular en la linea PKG-KO-01.

Se buscé constatar la pluripotencia de la linea celular PKG-KO-01 evaluando el factor de
transcripcion de pluripotencia OCT4 mediante inmunofluorescencia. El analisis mostro altos
niveles de OCT4 del estado pluripotente en los nucleos, tanto en el WT como en la linea PKG-

KO-01 (Figura 22).
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Figura 22. Marcacioén de pluripotencia en las lineas Wild-Type y PKG-KO-01. Anadlisis de
expresion por inmunofluorescencia del marcador de pluripotencia OCT4 (cyan) usando un aumento de

400X. Se utiliz6 DAPI como marcacién nuclear (amarillo). Barra de escala: 200um.

Analizamos los niveles de expresion por RT-qPCR de los marcadores moleculares de
pluripotencia genes desmosomales, y otros relacionados con uniones celulares (E-
CADERINA, B-CATENINA y CONEXINA 43) y de ciclo celular (CICLINA E1) para determinar
si se vieron afectados por la falta de PKG (Figura 23). No se observaron diferencias
estadisticas entre el clon PKG-KO-01 y el control WT en ningun gen salvo en la expresion del
gen PKP2, en el cual se observé un aumento en el estado pluripotente y en CX43, donde se
observé una disminucion de la expresion del gen en el clon PKG-KO-01. A nivel
transcripcional el gen de PKG no se vio afectado debido a la edicién introducida. Todo esto
indicaria que el estado pluripotente de las células no se vio afectado, aunque se observaron

leves diferencias en la expresion de genes relacionados con las uniones celulares como son

PKP2y CX43.
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Figura 23. Andlisis en estado pluripotente. Cuantificacion de la expresion de los ARNm de genes
desmosomales, marcadores de pluripotencia, genes de uniones celulares y ciclo celular por RTg-PCR
de las lineas celulares Wild-Type y PKG-KO-01. La expresion de los genes fue normalizada con los
genes GAPDH y RPL7 como housekeepings. Se muestran los niveles de expresion normalizados. Se
realizé una prueba estadistica t de Student con correccion de Welch comparando la linea PKG-KO-01

contra la condicion WT, para 3 réplicas biolégicas independientes, (*) p<0.05, (**) p<0.01.

514. Diferenciacion a cardiomiocitos de la linea celular

PKG-KO-01

Luego de validar la pluripotencia de la linea celular PKG-KO-01 se evalué la capacidad de
estas células de diferenciarse a cardiomiocitos. Para ello se sembraron y diferenciaron en
paralelo células wild-type y PKG-KO-01 siguiendo el protocolo de diferenciacion cardiaca
desarrollado por el grupo de Palecek descripto anteriormente [30].

El trabajo realizado por Evseenko y col. identificaron en el dia 3,5 de la diferenciacion
cardiaca la generacion de la poblacidon de progenitores mesodérmicos tempranos en base a
la expresiéon del marcador de membrana CD56 (mesodermo) y la ausencia del marcador de
membrana CD326 (pluripotencia), por lo que el progenitor mesodérmico esta definido por la
subpoblacion CD56+/CD326- [80]. Entre los dias 7 y 12 comienza a observarse dentro del
cultivo zonas con actividad contractil espontanea, evidenciando la presencia de cardiomiocito
(Figura 24). A su vez, la eficiencia del protocolo para la generacion de cardiomiocitos varia
entre un 30 y 90%, los cuales se caracterizan por la expresion de marcadores cardiacos como
la troponina T cardiaca (cTnT) hacia dia 14-15. El resto de las células obtenidas consiste en
otros tipos celulares mesodérmicos tales como endotelio, endocardio, musculo liso vy
fibroblastos [81].

Con el fin de comparar la eficiencia de diferenciaciéon del clon PKG-KO-01 vs. las CMPi
WT, hacia el linaje cardiaco, se tomaron muestras de células a dias 3.5 y 15 para evaluar los

marcadores descriptos anteriormente por citometria. Se utilizaron los marcadores CD326 y


https://www.zotero.org/google-docs/?8FTR7D
https://www.zotero.org/google-docs/?4mO0zD
https://www.zotero.org/google-docs/?yHj7aE
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CD56 para las muestras de dia 3.5, y ¢cTnT para las muestras de dia 15. Se observd un
aumento en el porcentaje de células CD56+/CD326- en el clon PKG-KO-01 (22.6£2.2% vs.
47.6x1.2% para WT y PKG-KO-01, respectivamente), aunque una disminucion significativa
de las células cTnT+ en esta linea (28+1.5% vs. 11.6£7.3% para WT y PKG-KO-01,

respectivamente) (Figura 25).

-

Figura 24. Estructuras cardiacas en el dia 14 de la diferenciacion cardiaca. Imagenes
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Figura 25. Identificacion de poblacién mesodérmica y cardiomiocitos por citometria de flujo.
Expresion de los marcadores de membrana CD56 y CD326 en células del protocolo de diferenciacion
cardiaca en dia 3,5 (arriba) y el marcador de cardiomiocitos cTnT en el dia 15 (abajo) evaluado por
citometria de flujo. Se realizé una prueba estadistica t de Student con correcciéon de Welch comparando
cada condicion contra la condicion WT, para 3 réplicas biolégicas independientes (**) p<0.01, (***)

p<0.001.

Con los resultados obtenidos por la citometria determinamos que con la linea PKG-KO-01
se obtendria mayor proporcion de células mesodérmicas, pero se diferenciaba menos
eficientemente a cardiomiocitos que la linea WT. Para continuar con esta caracterizacion,
evaluamos la presencia de cardiomiocitos en el cultivo mediante inmunofluorescencia de la
proteina cTnT en el dia 21 de la diferenciacion, cuando el cultivo ya pasé por un proceso de
seleccion metabdlica y s6lo sobreviven los cardiomiocitos. El analisis reveld menor proporcién
de células cTnT+, confirmando que la linea PKG-KO-01 no se diferenciaba eficientemente a
cardiomiocitos (Figura 26). Esta disminuciéon en la proporcion del marcador cTnT fue

acompanada por la disminucién de la actividad contractil en el plato de cultivo (Figura 24).
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Figura 26. Expresion de cTnT en la linea PKG-KO-01 a dia 21 de la diferenciacién cardiaca.
Inmunofluorescencia contra PKG (magenta) y cTnT (cyan) en células de las lineas WT y PKG-KO-01
en el dia 21 de la diferenciacion cardiaca. Se utilizd DAPI como marca nuclear (amarillo). Barra de

escala: 100um.



Al observar un efecto deletéreo sobre la diferenciacion de la linea PKG-KO-01, decidimos
realizar un analisis temporal de marcadores especificos para cada una de las etapas de la
diferenciacion y asi poder determinar el momento de la diferenciacién cardiaca que estaba
siendo afectada.

Se analizé la expresion de marcadores de pluripotencia, mesodermo y cardiomiocitos
mediante RT-gPCR en los dias 0, 3.5, 14 y 21 (Figura 27). Para el estado de pluripotencia se
evalub NANOG y OCT4, para mesodermo temprano TBX6 y BRACHYURY, para progenitor
cardiaco MESP1, ISLET1y NKX2.5, para cardiomiocitos DESMIN, CTNT y MYH?. Junto con
los marcadores especificos para cada una de las etapas de diferenciacion evaluamos también
la dinamica de expresion de todos los genes desmosomales (PKG, PKP2, DSP, DSG2,
DSC2), de otras uniones celulares (CONEXINA-43, E-CADHERINA), de ciclo celular
(CICLINA-E1) y de matriz extracelular (SPARC) para determinar si se veian afectados por la

ausencia de PKG.
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Figura 27. Andlisis de expresién de genes en la diferenciaciéon cardiaca. Cuantificacion de la
expresion de los ARNm de genes desmosomales, marcadores representantes de cada estadio celular,
genes de uniones celulares y ciclo celular por RTg-PCR de las lineas celulares Wild-Type y PKG-KO-
01. La expresion de los genes fue normalizada con los genes GAPDH y RPL7 como housekeepings.
Se muestran los niveles de expresion de cada gen relativos a la expresion de los mismos en el control
WT. Se muestran el promedio y error estandar para 3 réplicas bioldgicas independientes. Se realizé un
ANOVA de un factor seguido de un test Tukey. La estadistica que se muestra es entre lineas celulares

en el mismo dia de diferenciacion cardiaca, (*) p<0.05, (**) p<0.01.

A pesar de que habiamos observado que la diferenciacién se veia afectada y la marca de
cTnT disminuida, se obtuvieron diferencias a nivel de expresion génica sélo en algunos genes
y en dias especificos del protocolo entre las lineas PKG-KO-01 y WT. Al no ser concluyentes
estos resultados, decidimos realizar un estudio mas profundo para dilucidar qué procesos
podrian estar alterados en la diferenciacion cardiaca por la falta de PKG.

Para ello, las muestras de ARN obtenidas de 3 ensayos independientes fueron procesadas
y preparadas para su posterior analisis mediante secuenciacién masiva del ARN, el cual nos
permitiria una caracterizacion detallada del transcriptoma. Este enfoque proporcionaria una
vision integral de los cambios en la expresién génica a lo largo de la diferenciacion, facilitando
la identificacion de rutas moleculares clave y posibles alteraciones inducidas por la ediciéon

genética.

5.1.5. Secuenciacion masiva del ARN de la diferenciacion
cardiaca de lineas wild-type y PKG-KO-01

Mediante secuenciacién masiva del ARN o ARNseq se analiz6 el transcriptoma de células
wild-type y la linea celular PKG-KO-01 en distintos estadios de la diferenciacion cardiaca
(pluripotencia, progenitor cardiaco y cardiomiocitos; dia 0, 7 y 21, respectivamente).

Los resultados de la secuenciacion masiva fueron procesados y analizados integramente

en nuestro laboratorio. Luego de la alineacién de las lecturas del ARNseq con el genoma



humano de referencia y una vez obtenidas las cuantificaciones por gen (counts), se evalud la
distribucion de los genes con los datos normalizados y transformados utilizando el paquete
estadistico DESeq2 de R Bioconductor (Figura 28). Los resultados obtenidos de cada una de
las muestras (3 n por condicién) tienen distribuciones similares indicando de que las muestras
son comparables y que la normalizacion es eficiente y capaz de capturar correctamente la

complejidad del set de datos.
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Figura 28. Distribucion de la abundancia de transcriptos. El grafico boxplot muestra los valores
de expresion normalizada de los genes (rlog= transformacion logaritmica regularizada). Linea wild-type

(WT), linea PKG-KO-01 (KO), dia 0 (D0), dia 7 (D7) y dia 21 (D21).

Con el propdsito de realizar el control de la calidad de los datos obtenidos se procedio a
realizar un analisis de agrupamiento no supervisado. Para ellos se implementé una matriz de
distancia euclidiana, que expresa las similitudes de expresion génica entre muestras
formando un mapa de calor o Heatmap mostrando la jerarquia de agrupamientos. Se observo
que las réplicas biolégicas de cada dia analizado (N1, N2 y N3) se agrupaban juntas, lo cual

demostraba la similitud que se presenta entre ellas (Figura 29 arriba). Con el mismo propdsito,
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se realizd un andlisis de componentes principales (PCA) donde se puede apreciar que las tres
réplicas biolégicas de cada poblacién celular se agrupan entre si, tanto las WT como las PKG-
KO-01, validando que las principales fuentes de variacion del set de datos estan definidas por
las diferentes poblaciones celulares y corroborando que las réplicas biolégicas son similares

entre si (Figura 29 abajo).
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Figura 29. Heatmap de distancia y PCA plot. Arriba: El heatmap de las distancias euclidianas
representa un agrupamiento jerarquico no supervisado que refleja a través de los dendrogramas las
similitudes que existen entre las expresiones de los genes de las tres poblaciones y las réplicas
biolégicas [cuanto mas cercano a cero (azul), mas similitud entre las muestras]. Abajo: El grafico de

PCA muestra los dos componentes que explican la mayor variabilidad entre muestras.

5.1.5.1. Caracterizacion de la Diferenciacion Cardiaca de la linea

celular PKG-KO-01

Con el objetivo de seguir caracterizando y evaluando el efecto de la ausencia de PKG en
la diferenciacion cardiaca de la linea PKG-KO-01, en primera instancia realizamos un
agrupamiento jerarquico no supervisado de los 400 genes con mas varianza de counts entre
las distintas poblaciones con el propésito de agrupar a los genes por patones de expresion.
Los resultados del agrupamiento se visualizan en el Heatmap de la Figura 30 donde en rojo
se observan los genes altamente expresados y en azul genes sub-expresados. El analisis
produjo un patrén de agrupamiento en 4 partes o clusters de comportamiento: el cluster 1
presenta genes elevados en la poblacién de pluripotencia (dia 0); el cluster 2 presenta una
poblacion pequefia de genes cuya expresion es elevada en la linea WT y baja en la linea
PKG-KO-01 en cada uno de los dias evaluados; el cluster 3 con expresién mas elevada en
las poblaciones de progenitores cardiacos y cardiomiocitos (dias 7 y 21); y el cluster 4 genes

con expresion elevada en la poblacion cardiomiocitos (dia 21).
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Figura 30. Heatmap de genes con mas variabilidad. Los genes mas variables fueron agrupados
en base a sus valores de expresion normalizados. El grafico muestra los 400 genes identificados en el

analisis, agrupados en 4 clusters.

A partir del listado de nombres de genes codificantes en cada cluster, realizamos el analisis
de Ontologia Génica (OG) para evaluar los procesos biolégicos involucrados en cada grupo
de genes incluidos en el cluster (Figura 31). El analisis mostré una representacién en términos
de ontologia génica de procesos asociados al desarrollo y diferenciacion cardiaca. El cluster
1, cuyos genes se expresan mayormente en la poblacion pluripotente, mostré también
procesos relacionados al compromiso y sefalizacidn celular. El cluster 3 mostré procesos de
genes mas expresados en mesodermo. Ademas de procesos asociados a desarrollo y
morfogénesis, mostraron procesos relacionados con especificacion celular. El cluster 4
representa a los genes mas expresados en cardiomiocitos. Los procesos mostrados en estos
clusters se encuentran casi exclusivamente relacionados con el desarrollo cardiaco y
desarrollo muscular. Para el cluster 2 no fue posible realizar un analisis de OG ya que la

cantidad de genes en este cluster eran insuficientes para este tipo de analisis.
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Figura 31. Analisis de OG de los 3 clusters principales. Se muestra el andlisis de OG para 3 de
los 4 clusters identificados en el Heatmap de la Figura 30. El cluster 1 muestra los procesos bioldgicos
relacionados con los genes mas expresados en la poblacion pluripotente. El cluster 3 muestra los
procesos biolégicos relacionados con los genes mas expresados en la poblacién mesodérmica
temprana. El cluster 4 muestra los procesos biolégicos relacionados con los genes mas expresados en

la poblacion de cardiomiocitos.

5.1.5.2. Analisis de Expresion Diferencial

El analisis de expresion diferencial se realizo con el paquete de R DESeq2. El mismo revel6
un total de 586 genes diferencialmente expresados, entre las 3 poblaciones celulares (DO, D7
y D21), tomando como puntos de corte un valor ajustado de p (0 FDR) menor a 0,05 (p-adj <
0,05) y al menos un valor mayor o igual a 2 veces de cambio (|[FC| >= 2).

Se realiz6 el analisis de expresion diferencial de las tres poblaciones celulares entre el
wild-type y PKG-KO-01. Se graficaron Volcano plots de las 3 poblaciones (Figura 32)
mostrando la comparacion de las veces de cambio (log2) y el pvalor (-log10) comparando
entre las tres poblaciones celulares estudiadas. De esta manera se pueden visualizar la

magnitud del cambio y la confianza estadistica. Las lineas punteadas muestran los puntos de
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corte de veces de cambio igual o mayor a 2 (1 en escala logaritmica de base 2) y un p-valor
menor a 0,05 (1,3 en escala logaritmica -log10). Los genes que estan por debajo de esos
puntos de corte, coloreados en gris, son genes que no se encuentran diferencialmente

expresados.
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Cardiomiocitos Dia 21 WT vs KO
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Figura 32. Volcano plots. Los graficos muestran los nombres representativos de algunos de los
genes diferencialmente expresados. En rosa: genes con expresion disminuida. En verde: genes con

expresién aumentada.

Lo que observamos en este analisis fue mucha similitud en la dispersion de los datos y
repeticion de los genes diferencialmente expresados en los tres Volcano plots,
independientemente del estadio celular evaluado. Esto nos podria estar indicando que la falta
de la proteina PKG podria estar afectando las células en todos sus estadios celulares de
manera similar, lo cual era llamativo.

Lo siguiente que realizamos fue un grafico para conocer la dispersién de los genes
diferencialmente expresados a dia 21 en los 23 cromosomas. Esto nos llevo a evaluar y
entender mas en profundidad la ubicacién de los mismos y la relacién que tenian con nuestros
genes diferencialmente expresados. Como se ve en la Figura 33, lo que observamos fue una
acumulacion de genes diferencialmente expresados en el cromosoma 12, lo cual nos llamé la
atencion. Entre estos genes se encontraban aquellos que se repetian como diferencialmente
expresados en los tres Volcano plot. En un analisis posterior determinamos que estos genes
no sélo se encontraban diferencialmente expresados, sino que el 20% estaban up-regulados

para la linea PKG-KO-01 respecto a la wild-type.
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Figura 33. Ubicacion en los cromosomas de los genes diferencialmente expresados. La figura
muestra la dispersion de los genes en los cromosomas, pudiendo observar una acumulacion de genes

diferencialmente expresados en la primera porcién del cromosoma 12.

5.1.6. Cariotipo linea celular PKG-KO-01

Una de las razones por la cual podriamos estar observando esta acumulacién de genes
en el brazo corto del cromosoma 12 era la presencia de una aberracion cromosomica. Por lo
cual decidimos realizar el cariotipo a nuestra linea celular PKG-KO-01. El resultado del
cariotipo arrojo la presencia de un isocromosoma del brazo corto del cromosoma 12 (Figura

34).
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Figura 34. Analisis de bandas G cromosémicas de la linea PKG-KO-01. Se analizaron 50
metafases con una resolucién de 450 bandas para determinar el cariotipo de la linea celular PKG-KO-

01, donde se puede observar el isocromosoma del brazo corto del cromosoma 12.

Luego de obtener el resultado del cariotipo y en un intento de sacar informacion de calidad
de la secuenciacion realizada, decidimos realizar un andlisis de aquellos genes
diferencialmente expresados eliminando o reduciendo a la mitad la expresion de los genes
localizados en el cromosoma 12. Sin embargo, los resultados obtenidos no mostraron
diferencias significativas entre las lineas PKG-KO-01 y WT. Por todo esto, dado que es
imposible determinar si el efecto fenotipico que vemos en nuestra linea celular PKG-KO-01
esta dado por la aberracién cromosdmica o la falta de la proteina PKG es que decidimos
descartar el clon PKG-KO-01 y realizar una nueva linea nuevo knock-out para PKG en las

CMPi. Esto se describira en el siguiente capitulo.

5.1.7. Conclusiones parciales del capitulo

En este primer capitulo, logramos establecer las condiciones éptimas de cultivo necesarias
para desarrollar y optimizar la estrategia de edicién génica mediante el sistema CRISPR/Cas9
mediado por recombinacion homologa. Implementamos con éxito la introduccion de un codén
stop prematuro a través de una mutacion puntual dirigida en el primer exén del gen que
codifica para la PKG, utilizando un ARNg y ssODN disenado especificamente para la region
de interés. Esta estrategia permitié generar una linea celular knock-out de PKG, para estudiar
el papel de esta proteina en el proceso de diferenciacion de las CMPi hacia cardiomiocitos.

Asimismo, generamos y procesamos muestras de ARN correspondientes a las distintas
poblaciones celulares involucradas en la diferenciacion cardiaca, lo que permitié realizar
analisis transcriptomicos mediante secuenciacion masiva de ARN. Este enfoque no sodlo
proporciond una vision detallada de los cambios a nivel de expresion génica, sino que también

amplié nuestra comprension de las vias moleculares implicadas en el proceso de



diferenciacion cardiaca. A pesar de no haber observado diferencias relevantes entre las lineas
celulares analizadas, se adquirié experiencia en el analisis masivo de datos y fue mediante
esta técnica que pudimos detectar la aberracion cromosémica de la linea PKG-KO-01.
Finalmente, la aparicion de la aneuploidia en la linea celular PKG-KO-01 destaco la
importancia de monitorear la estabilidad genémica en las lineas celulares modificadas. Como
resultado de este hallazgo, se implementd de manera rutinaria la realizacidon de cariotipos en
todas las lineas celulares utilizadas en el laboratorio y cada vez que se generan nuevas lineas
celulares por edicién génica, asegurando asi la estabilidad y la reproducibilidad de los

modelos experimentales empleados.



5.2. Capitulo 2: Relevancia de las proteinas
desmosomales: Placoglobina y Placofilina-2 en

cardiomiocitos.

Tras haber establecido un sistema eficiente para la induccién de mutaciones en CMPi, nos
propusimos avanzar en la generacién de nuevas lineas celulares editadas genéticamente. En
esta etapa, desarrollamos una nueva linea celular knock-out para la proteina PKG y otra
knock-out para la proteina PKP2, proteina desmosomal que presenta multiples variantes
asociadas al fenotipo caracteristico de la Displasia Arritmogénica (DA). Este enfoque nos
permitiria estudiar la importancia de estas proteinas desmosomales en el proceso de
diferenciacion de las CMPi hacia cardiomiocitos y en los cardiomiocitos propiamente dichos.
Con ello, buscamos evaluar de manera mas precisa su papel funcional en el contexto de la

fisiopatologia de la DA.

5.2.1. Generacion de las lineas PKG-KO-02 y PKP2-KO-01

Como mencionamos en la introduccién, otro mecanismo de reparacion que utiliza el
sistema CRISPR/Cas9, ademas de la recombinacion homdéloga, es mediante la unién de
extremos no homologos. Este sistema de reparacion generalmente introduce indels en el sitio
de corte, favoreciendo la generacién de mutaciones al azar que en su mayoria tienen como
consecuencia la pérdida de funcidn del gen target. Al ser este sistema bastante frecuente,
decidimos generar las nuevas lineas knock-out mediante la transfeccion solamente de ARNg
dirigidos al exén 1 del gen PKG y al exdn 3 del gen PKP2, sin utilizar ssODNs.

Luego de la transfeccion de las CMPi con el sistema CRISPR dirigido a PKG o PKP2, las
células fueron seleccionadas con puromicina y luego aisladas unicelularmente para la
generacién de clones celulares. Una vez que se amplificaban y formaban colonias, cada

colonia de células era transferida a un multiwell-12 para criopreservar un stock y dos multiwell-



24, uno para tomar muestra de ADN gendmico y otro para realizar una inmunofluorescencia
contra PKP2 o PKG vy asi determinar en cual de los clones habia sido efectiva la técnica.
Tanto los pools de células sobrevivientes a la puromicina como los nuevos clones celulares
generados, se amplificaron, criopreservaron y se secuenciaron por Sanger.

A partir del screening realizado pudimos confirmar que de los 9 clones evaluados para
generar el KO de PKG, 3 clones (33,3%) presentaron modificaciones que generaban un codén
stop prematuro y como consecuencia una linea PKG-KO. De los 12 clones evaluados para
generar el KO de PKP2, 2 clones (16,6%) presentaban una insercién de una base generando
un cododn stop prematuro y como consecuencia una linea PKP2-KO (Figura 35). Se seleccioné
un clon knock-out de cada proteina, a la cual se le realizé un analisis de cariotipo que dio
normal (Figura 36) y de este punto en adelante estas lineas seran llamadas PKG-KO-02 y

PKP2-KO-01.
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Figura 35. Secuenciaciones por Sanger. Histograma de las secuencias gendmicas de las células

wild-type, el clon PKP2-KO-01 y el nuevo clon PKG-KO-02. En amarillo: inserciones de nucledtidos en
el clon (Insercién de una C en homocigosis en PKP2-KO-01 e insercidon de una G en un alelo y una C

en otro alelo en PKG-KO-02). Linea punteada roja: sitio de corte de la Cas9.
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Figura 36. Analisis de bandas G cromosémicas. Se observaron 50 metafases con una resolucion
de 450 bandas para determinar el cariotipo de la linea celular PKG-KO-02 y PKP2-KO-01. Ambas lineas

presentan un numero normal diploide.

En ambos casos, las inserciones introducidas provocaron un corrimiento en el marco de
lectura, alterando la secuencia de aminoacidos y generando un codon de stop prematuro.
Como resultado, la traduccion de la proteina se interrumpe antes de completar su secuencia
funcional, lo que conduce a la pérdida de la funcién de la proteina. Debido a la incorporacién
de diferentes nucledétidos en cada uno de los alelos del clon PKG-KO-02 (G en unoy C en
otro), las variantes obtenidas fueron p.Asp23Alafs*24 y p.Asp23Glyfs*24 para cada uno de
ellos, y la obtenida para PKP2 fue p.Leu141Serfs*11.

Las secuencias de aminoacidos resultantes serian:
PKP2 WT: . TATYEGRWGRGTAQYSSQKSVEERSLRHPLRRLEISPDSSPERAHYTHSD..
PKP2-KO-01: . TATYEGRWGRGTAQYSSQKSVEERSSEASSEETGDFSX
PKG WT: MEVMNLMEQPIKVTEWQQTYTYDSGIHSGANTCVPSVSSKGIMEEDEACG...
PKG-KO-02: MEVMNLMEQPIKVTEWQQTYTYALGYPLGRQHLRALRQQQGHHGGGX
(alelo 1)

PKG-KO-02: MEVMNLMEQPIKVTEWQQTYTY GLGYPLGRQHLRALRQQQGHHGGGX
(alelo 2)

Posteriormente, la ausencia de las proteinas PKP2 y PKG en las células fueron

confirmadas mediante analisis de inmunofluorescencia (Figura 37).
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Figura 37. Andlisis de la expresion proteica de PKG y PKP2. Izquierda: Deteccion por
inmunofluorescencia de la proteina PKP2 (cyan) en CMPi wild-type y ausencia en el clon celular PKP2-
KO-01. Derecha: Deteccion por inmunofluorescencia de la proteina PKG (magenta) en CMPi wild-type
y ausencia de marca en el clon celular PKG-KO-02. Se utilizé DAPI como marcacion nuclear (amarillo).

Aumento de 200X, barra de escala: 200um.

A continuacién, se midio la expresion proteica de PKG y PKP2 en la linea CMPi wild-type
y los clones KO mediante Western Blot para confirmar el resultado obtenido por
inmunofluorescencia (Figura 38). El analisis confirmé la ausencia de la expresion de la
proteina en las lineas celulares evaluadas, tanto en la linea PKG-KO-02 como en la linea

PKP2-KO-01.

Wild Type PKP2-K0-01 Wild Type PKG-KO-02
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GAPDH| + 36 kDa GAPDH — — = 36 kDa

Figura 38. Analisis de la expresion proteica de PKG y PKP2. Identificacion de la ausencia de
expresion proteica de PKG y PKP2 mediante Western Blot para la evaluacion del knock-out de cada

una de las proteinas en CMPi.

La ausencia de sefial detectable confirmé una correcta eliminacién de la proteina en ambas

lineas celulares, lo que demuestra la eficiencia de la estrategia de edicién génica utilizada.



Estos resultados fueron consistentes en las réplicas experimentales, asegurando la
reproducibilidad de los datos obtenidos. Ademas, como control positivo, se utilizé la linea
celular WT original, en la cual se observé una sefal clara y especifica de la proteina,

confirmando la validez de las técnicas empleadas.

5.2.2. Validacion de la pluripotencia de las lineas celulares
PKG-KO-02 y PKP2-KO-01

Las células se cultivaron bajo condiciones que mantienen su estado de pluripotencia, y su
morfologia fue analizada mediante microscopia de campo claro. No se detectaron
alteraciones morfolégicas significativas ni un incremento evidente en la tasa de muerte celular.

Para verificar el mantenimiento del estado pluripotente en las lineas celulares, se evalué
la expresion del factor de transcripcion OCT4 en las PKG-KO-02 y SOX2 en las PKP2-KO-01
mediante inmunofluorescencia. Los resultados obtenidos evidenciaron tanto en las células
WT como en las lineas celulares PKG-KO-02 y PKP2-KO-01, una alta expresion de OCT4 y
SOX2 en los nucleos, respectivamente, confirmando asi la preservacion del estado

pluripotente en ambas lineas celulares (Figura 39).
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Figura 39. Marcaciéon de pluripotencia en las lineas Wild-Type, PKP2-KO-01 y PKG-KO-02.
Anadlisis de expresion por inmunofluorescencia del marcador de pluripotencia SOX2 (magenta) y OCT4
(cyan) usando un aumento de 200X. Se utilizd DAPI como marcacion nuclear (amarillo). Barra de

escala: 200um.

Ademas, analizamos los niveles de expresion por RT-gPCR de dos marcadores
moleculares de pluripotencia (OCT4 y NANOG), genes desmosomales (PKG y PKP2) y otros
relacionados con uniones celulares (B-CATENINA y CONEXINA 43) en el estado pluripotente
(Figura 40). No se encontraron diferencias estadisticas entre el clon PKG-KO-02 y el control
WT en los genes de pluripotencia, lo que indicaria que el estado pluripotente de las células
se mantuvo sin alteraciones. Observamos una disminucién significativa a nivel transcripcional
de los genes PKG y PKP2 en los clones PKG-KO-02 y PKP2-KO-01, respectivamente, como
resultado de la edicion introducida. Asimismo, en el clon PKP2-KO-01, se evidencid una

disminucion significativa de la expresion del gen CX43.
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Figura 40. Analisis de la expresion génica en estado pluripotente. Cuantificacion de la expresion
de los ARNm de genes desmosomales, marcadores de pluripotencia y genes de uniones celulares por
RTg-PCR de las lineas celulares Wild-Type, PKG-KO-02 y PKP2-KO-01. La expresion de los genes
fue normalizada con los genes GAPDH y RPL7 como housekeepings. Se muestran los niveles de
expresion de cada gen normalizados. Se realiz6é una prueba estadistica t de Student con correccién de
Welch comparando cada linea celular contra la condicion WT, para 3 réplicas biologicas

independientes, (*) p<0.05.

Los resultados obtenidos demuestran que el estado pluripotente de las lineas celulares
analizadas no se encuentra alterado tras la edicion genética realizada. La expresion de los
principales marcadores de pluripotencia se mantuvo estable en los clones modificados en
comparacion con el control WT, evidenciando que las condiciones de cultivo y el proceso de

edicion no comprometieron su pluripotencia. Estos hallazgos proporcionan una base sdlida



para la continuacion de los estudios, permitiendo avanzar en la caracterizacién de la

capacidad de diferenciarse a cardiomiocitos.

5.2.3. Diferenciacion a cardiomiocitos de las lineas celulares
PKP2-KO-01 y PKG-KO-02

Habiendo establecido las lineas PKP2-KO-01 y PKG-KO-02, consideramos el disefio
experimental a utilizar para evaluar su diferenciacion a cardiomiocitos. A diferencia del
protocolo establecido en el capitulo 1, en este caso algunos analisis se realizaron a dia 21 de
diferenciacion, y otros, luego del proceso de maduracion a dia 38 para obtener cardiomiocitos
con un fenotipo mas adulto. Al momento en el que el clon PKG-KO-01 fue estudiado y
diferenciado no contabamos con el protocolo de maduracién puesto a punto en el laboratorio.
Ademas, considerando que los resultados obtenidos con el clon PKG-KO-01 no fueron
concluyentes y fueron muy variables consideramos que la maduraciéon de los cardiomiocitos
seria una buena estrategia para obtener resultados mas sélidos. Asimismo, la DA es una
enfermedad cardiaca que se manifiesta en pacientes jévenes/adultos por lo que su estudio

seria mas representativo en cardiomiocitos maduros.

5.2.3.1. Evaluacion de la capacidad de diferenciacion a cardiomiocitos

En primer lugar, buscamos determinar si la ausencia de PKG y PKP2 en las lineas KO
impedia la generacion de cardiomiocitos. Para ello, se sembraron y diferenciaron en paralelo
células wild-type y de ambos clones KO. La poblacién de cardiomiocitos fue cuantificada

mediante citometria de flujo de cTnT a dia 14 de la diferenciacién (Figura 41).
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Figura 41. Cuantificacion de células positivas para c¢TnT. Expresién del marcador de
cardiomiocitos cTnT en el dia 15 del protocolo de diferenciacién cardiaca evaluado por citometria de
flujo. En celeste, células tratadas sdélo con el anticuerpo secundario como control negativo y en rojo,
verde o rosa (Wild-Type, PKP2-KO-01 y PKG-KO-02, respectivamente) células tratadas con el

anticuerpo primario anti cTnT y el anticuerpo secundario correspondiente.

Mediante citometria observamos una gran eficiencia de diferenciacién en las 3 lineas
celulares. Posteriormente, también se procedié a evaluar la presencia de cardiomiocitos en el
cultivo mediante inmunofluorescencia de la proteina cTnT en el dia 21 de la diferenciacién
cardiaca. En esta etapa, las células se encuentran cultivadas en placas p100, lo que hace
necesario su replaqueo en wells de menor tamafo para optimizar la aplicacion de la técnica
de inmunofluorescencia y garantizar una adecuada distribucion celular para su analisis. La
optimizacion del proceso de replaqueo de cardiomiocitos fue un aspecto clave a lo largo del
desarrollo del presente trabajo, debido a los multiples desafios técnicos que esta técnica
conlleva. Entre las principales dificultades identificadas se encuentra la adherencia residual
de las células a la placa tras la disociacién con TrypLE 10X, lo que compromete la eficiencia
del desprendimiento celular. Asimismo, se observd una elevada tasa de mortalidad celular
posterior al replaqueo, posiblemente debido al estrés mecanico y quimico inducido durante el
procedimiento. El ensayo se realizé como se explicé en el subcapitulo 4.11.2 del capitulo
Materiales y Métodos.

El analisis revel6 la presencia de células cTnT positivas, confirmando que las lineas KO

eran capaces de diferenciarse a cardiomiocitos (Figura 42).
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Figura 42. Expresion de cTnT a dia 21 de la diferenciacién cardiaca. Inmunofluorescencia contra
cTnT (magenta) en células de las lineas WT, PKG-KO-02 y PKP2-KO-01 en el dia 21 de la

diferenciacion cardiaca. Se utilizé6 DAPI como marca nuclear (amarillo). Barra de escala: 200um.

También se evalué la expresion de genes de marcadores de cardiomiocitos,
desmosomales y de unién celular a dia 21 de diferenciacion mediante RT-qPCRs en los que
pudimos observar la correcta expresion de los mismos para los dias del protocolo de
diferenciacién cardiaca analizado sin diferencias significativas entre los clones KO y el control
Wild-Type (Figura 43).

En la linea celular PKG-KO-02, se observo la ausencia de expresion transcripcional del
gen PKG y un aumento significativo de la expresioén transcripcional del gen PKP2. En cambio,
en la linea celular PKP2-KO-01, se observo expresion de PKP2 a dia 21 del protocolo de
diferenciacion cardiaca, a pesar de haber observado previamente una disminucion

significativa de la expresion en estadio pluripotente.
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Figura 43. Expresion de genes a dia 21 de diferenciacién cardiaca. Niveles de expresion de
genes marcadores de cardiomiocitos (cTnT y MYH7) y proteinas de uniones celulares (PKG, PKP2,
CX43 y N-CADH). La expresion de los genes fue normalizada con los genes GAPDH y RPL7 como
housekeepings. Se muestran los niveles de expresion de cada gen normalizados. Se realizdé una
prueba estadistica t de Student con correcciéon de Welch comparando cada condiciéon contra la

condicion WT, para 3 réplicas biolégicas independientes, (*) p<0.05, (**), p<0.01.

5.2.3.2. Analisis del alineamiento de los cardiomiocitos maduros
mediante microscopia de campo claro

Al completar el protocolo de maduracion celular luego de 38 dias de cultivo, se llevaron a
cabo observaciones del cultivo utilizando microscopio 6ptico. Teniendo en cuenta estudios
previos en el laboratorio respecto al efecto del proceso de maduracién de los cardiomiocitos,
se espera que éstos se distribuyan de una manera mas ordenada y alineada respecto a los
cardiomiocitos obtenidos a dia 21, tal como sucede en el tejido in vivo. En este caso,
observamos que los cardiomiocitos maduros derivados de las lineas PKG-KO-02 y PKP2-KO-
01 se mantenian mas redondeados y menos alineados que el control WT, sin lograr
organizarse de manera adecuada (Figura 44). Incluso determinamos una mayor
desorganizacion espacial de los cardiomiocitos de la linea PKP2-KO-01, siendo estos mas

circulares que los de la linea PKG-KO-02.
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Figura 44. Microscopia de campo claro de cardiomiocitos después del proceso de
maduracion. Tres imagenes representativas de cada linea celular de la morfologia que presentan los
cardiomiocitos al dia 38 de la diferenciacién cardiaca, después de ser sometidos al proceso de

maduracion.

5.2.3.3. Analisis cuantitativo del alineamiento de los cardiomiocitos
maduros

Para sacar una mejor conclusion respecto a lo observado cualitativamente, se evaluo la
organizacion del citoesqueleto tomando de referencia los filamentos de actina, en las distintas
lineas celulares de manera cuantitativa y utilizando herramientas bioinformaticas. Para ello,
se determind el alineamiento de los filamentos de actina mediante la tincién con faloidina de
cardiomiocitos maduros WT, PKG-KO-02 y PKP2-KO-01 (Figura 45 arriba). Las imagenes de
fluorescencia obtenidas fueron procesadas utilizando la herramienta AFT (Alignment Fourier
Transform), una biblioteca de Python que cuantifica la anisotropia estructural de las fibras de
F-actina [78].

Los resultados mostraron que las células WT presentan un mayor grado de alineacién de

los filamentos de actina, caracterizado por la formaciéon de conglomerados celulares
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elongados, mientras que ambas lineas celulares knock-out exhibieron un patrébn mas
anisotrdpico, indicando una menor organizacion estructural. Para cuantificar estas diferencias,
se calculd el Parametro de Orden (O.P.), una medida de alineacion de las fibras. Los valores
obtenidos a partir de imagenes de 3 réplicas bioldgicas reflejaron una tendencia decreciente
en la organizacion del citoesqueleto en las lineas editadas genéticamente: O.P. para
WT=0,67; PKG-KO-02=0,55; y para PKP2-KO-01=0,37 (Figura 45 abajo), siendo esta
diferencia entre los dos clones KO estadisticamente significativa p<0.05. A diferencia de los
resultados obtenidos en las lineas wild-type y PKP2-KO-01 con valores de O.P. distribuidos
uniformemente, la linea PKG-KO-02 mostré la presencia de 2 poblaciones una con mayor

O.P. y una con menor O.P. segun se puede observar en la Figura 45.
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Figura 45. Cuantificaciéon de la alineacion del citoesqueleto de actina en cardiomiocitos
maduros. Arriba: Imagenes de microscopia de fluorescencia de cardiomiocitos maduros tefiidos con
faloidina (cyan) derivados de las lineas WT, PKG-KO-02 y PKP2-KO-01, obtenidas mediante un
microscopio EVOS. Abajo: Grafico Violin Plot del Parametro de Orden (O.P.) para cada réplica
biolégica. Cada punto representa una imagen tomada y cada color del punto representa una réplica

biolégica independiente (n=3).

5.2.3.4. Analisis de otras proteinas desmosomales y de unién celular
en los cardiomiocitos maduros

La correcta funcionalidad del desmosoma depende de la interaccién coordinada de sus
componentes proteicos, entre los que se encuentran la PKG y la PKP2. Con el objetivo de
evaluar el impacto de la ausencia de estas proteinas en la organizacion del desmosoma, se
realizaron inmunofluorescencias en la linea celular PKG-KO-02 para analizar la distribucién y
colocalizacion de PKP2 y DSP, dos componentes fundamentales del desmosoma en
cardiomiocitos maduros.

Podemos observar en las imagenes de inmunofluorescencias, como la linea PKG-KO-02
muestra un aumento en la expresion de la proteina PKP2 y una disminucién en la expresion
de DSP. Mediante el uso del programa ImageJ pudimos cuantificar los valores de intensidad

del pixel y el histograma muestra cada valor de la linea marcada en la foto (Figura 46).
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Figura 46. Analisis de proteinas desmosomales en la linea PKG-KO-02. Panel de arriba: Analisis
de expresion por inmunofluorescencia de PKP2 (cyan) y DSP (magenta) usando un aumento de 200X.
Se utiliz6 DAPI como marcacion nuclear (amarillo). Barra de escala: 200um. Panel de abajo:
Histogramas mostrando los valores de intensidad de pixel de la linea amarilla marcada en la imagen.
Dot plot de los valores maximos de pixel tomados al azar en 5 imagenes de una réplica bioldgica,

obteniendo una diferencia significativa p<0.005.

Ademas, se incluyo la evaluacién de la N-cadherina, proteina de las uniones adherentes,
con el fin de explorar posibles alteraciones en la organizacion de los complejos de adhesion
celular del disco intercalar. En este caso, también pudimos observar una disminucion de la

marcacion de la proteina en la linea celular PKG-KO-02 (Figura 47).
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Figura 47. Andlisis de proteinas de N-Cadherina en la linea PKG-KO-02. Panel izquierdo:
Anadlisis de expresién por inmunofluorescencia de NCAD (cyan) usando un aumento de 200X. Se utilizé
DAPI como marcacién nuclear (amarillo). Barra de escala: 200um. Panel derecha: Histograma
mostrando los valores de intensidad de pixel de la linea amarilla marcada en la imagen. Dot plot de los
valores maximos de pixel tomados al azar en la imagen, obteniendo una diferencia significativa

p<0.001.

5.2.3.5. Expresion geénica de proteinas de uniones celulares y
marcadores adipogeénicos en cardiomiocitos maduros

Ademas de los ensayos de inmunofluorescencia, evaluamos la expresion de genes
desmosomales (PKP2, PKG y DSP), un gen especifico de cardiomiocito maduro (MYH7) y
otros de unién celular (CX43 y N-CADH) mediante RT-qPCRs en cardiomiocitos maduros
PKP2-KO-01, PKG-KO-02 y control wild-type.

De acuerdo a la expresion de MYH7 no habria diferencia entre los grupos experimentales
respecto a su estadio de maduracion estructural. Si se observé una menor expresion de PKP2
en cardiomiocitos PKP2-KO-01 y menor expresion de PKG en cardiomiocitos PKG-KO-02
respecto el control Wild-Type (Figura 48). Respecto a CX43 y N-CADH no se observaron
diferencias, a pesar de los resultados obtenidos en la inmunofluorescencia de N-CADH en

cardiomiocitos PKG-KO-02.



En este estadio también buscamos evaluar genes clave involucrados en la diferenciacion
de preadipocitos, como PPARy, PRDM16, un regulador transcripcional de PPARy que
especifica el linaje de la grasa parda [82] y TCF21, un factor de transcripcién expresado en
preadipocitos y conocido por su capacidad para suprimir la miogénesis [83]. En la linea PKP2-
KO-01 nos encontramos con que los genes PPAR y TCF21 se encuentran sobreexpresados.
Estos hallazgos sugieren que estas células podrian estar menos estrictamente restringidas al

fenotipo de cardiomiocito, presentando una predisposicion temprana hacia la linea

adipogénica.
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Figura 48. Expresion de genes en cardiomiocitos maduros. Niveles de expresion de genes
marcadores de proteinas desmosomales y de uniones celulares (PKG, PKP2, DSP, CX43y N-CADH),
marcador de cardiomiocito maduro (MYH7) y marcadores de adipogénesis (TCF21, PRDM16 y
PPARY). La expresion de los genes fue normalizada con RPL7 como housekeepings. Se muestran los
niveles de expresion de cada gen normalizados. Se realizd una prueba estadistica t de Student con
correccion de Welch comparando cada condicion contra la condicién WT, para 3 réplicas bioldgicas

independientes, (*) p<0.05.
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5.2.3.6. Analisis de las ultraestructuras de los cardiomiocitos maduros

Por ultimo, en este capitulo, realizamos microscopia electrénica de transmisién (TEM) de
cardiomiocitos maduros derivados de las lineas WT, PKG-KO-02 y PKP2-KO-01 con el
objetivo de evaluar en detalle las ultraestructuras de los cardiomiocitos maduros. Este analisis
permitié cuantificar el largo de los sarcomeros en cada uno de los grupos experimentales y el
numero de desmosomas observados por imagen capturada donde se podia dilucidar la unién
de dos cardiomiocitos (Figura 49). Los resultados revelaron diferencias significativas en los
cardiomiocitos knock-out en comparacion con los cardiomiocitos WT. En los cardiomiocitos
knock-out, los sarcémeros presentaron una longitud menor y se observé una disminucién en
la cantidad de desmosomas por um de unién celular, indicando un posible compromiso en la
integridad de las uniones celulares. A su vez, los cardiomiocitos con mayores diferencias
respecto a la condicién WT fueron los de la linea PKP2-KO-01. Tal como se ve en el panel de
los cardiomiocitos WT en la Figura 48 (arriba), las estructuras desmosomales se observan
como un sombreado intenso en las uniones celulares y algo que nos llamé la atencion fue
encontrar estas estructuras mas tenues en los cardiomiocitos PKG-KO-02 e incluso bien

difuminadas en los cardiomiocitos PKP2-KO-01.

Wild Type

PKG-KO-02 PKP2-KO-01
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Figura 49. Caracterizacion ultraestructural de los cardiomiocitos wild-type, PKG-KO-02 y
PKP2-KO-01. En el panel de arriba a la izquierda se pueden ver los desmosomas (recuadros blancos)
y a la derecha los sarcomeros (recuadros blancos). Abajo se muestran los graficos representativos de
las mediciones hechas del largo del sarcémero y de las distancias entre los desmosomas con sus
respectivos dot plot con los resultados obtenidos (cada punto es una foto diferente y el punto es el
promedio de las mediciones realizadas de dicha foto, se muestra la cantidad de desmosomas que
habria cada 1 ym de unién entre 2 cardiomiocitos). CM1: cardiomiocito 1; CM2: cardiomiocito 2. (**)

p<0.01, (****), p<0.0001

Particularmente, en cardiomiocitos PKP2-KO-01 se pudieron identificar fibras de matriz
extracelular en abundancia, como se puede observar en la siguiente figura, sefialado por
flechas negras (Figura 50). Tanto en cardiomiocitos WT como PKG-KO-02 no se observé esta

caracteristica.
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Figura 50. Fotografia de microscopia electronica de cardiomiocito PKP2-KO-01. Imagen
representativa de un cardiomiocito derivado de la linea celular PKP2-KO-01 donde se puede observar

gran abundancia de matriz extracelular (flechas negras). Barra de escala: 1um.

5.2.4. Conclusiones parciales del capitulo

En este capitulo, se generaron dos lineas celulares knock-out para las proteinas PKG y
PKP2 utilizando el sistema de edicion génica CRISPR/Cas9. Diseniamos un ARNg dirigido
especificamente a la secuencia de interés, con el objetivo de incorporar una insercién o
delecién (indels) al azar que diera lugar a un codén de stop prematuro, inactivando asi la
expresion de la proteina. Se demostr6 mediante citometrias e inmunofluorescencias que
ambas lineas celulares editadas fueron capaces de diferenciarse a cardiomiocitos, lo que
permitié establecer como siguiente objetivo la evaluacion funcional de la falta de estas
proteinas en los cardiomiocitos, principalmente en cardiomiocitos maduros

Los resultados obtenidos mostraron que la ausencia de PKG y PKP2 generan cambios
significativos en la organizacién estructural de los cardiomiocitos. A nivel macroscépico, se
observaron alteraciones en la alineacion del citoesqueleto, con una disminucion progresiva
del alineamiento en las lineas PKG-KO-02 y PKP2-KO-01 en comparaciéon con las células

WT. Ademas, los analisis mediante microscopia electronica de transmision revelaron que los
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sarcédmeros eran mas cortos y que la cantidad de desmosomas por imagen era menor en los
cardiomiocitos knock-out, indicando un impacto claro en la integridad estructural de los
cardiomiocitos diferenciados. Evidenciamos también que el efecto de la ausencia de PKP2
comprometeria mas la estructura de los cardiomiocitos que la ausencia de PKG. Estos
hallazgos destacan el papel critico que desempefian PKG y PKP2 en el mantenimiento de la
arquitectura celular cardiaca, proporcionando evidencia clave sobre su contribucién a la

estabilidad y funcionalidad del tejido cardiaco.



5.3. Capitulo 3: Modelado in vitro de la Displasia
Arritmogeénica

A partir de los resultados obtenidos, en este ultimo capitulo nos propusimos editar la linea
celular wild-type (INEUiI002) mediante la introduccion de una mutacién puntual que generara
un cambio de aminodacido previamente descrito en bibliografia, pero cuya patogenicidad aun
no ha sido claramente establecida. Con este criterio, seleccionamos las mutaciones
NM_002230.4(PKG):c.56C>T (p.Thr19lle o p.T191) y NM_001005242.3 (PKP2): c.419C>T
(p.Ser140Phe o p.S140F) las cuales han sido reportadas en pacientes con DA, aunque su
clasificaciéon actual en la base de datos ClinVar sigue siendo de "Significado Incierto". El
objetivo de elegir mutaciones de significado incierto consiste en evaluar si nuestro modelo de
estudio permite identificar de manera experimental la patogenicidad de estas variantes.

A pesar de haber observado cambios estructurales en los cardiomiocitos derivados de las
lineas PKG-KO-02 y PKP2-KO-01 respecto al control wild-type, hasta el momento no
habiamos hecho foco en el modelado de la enfermedad. Sin embargo, esta reportado que los
pacientes con mutaciones de pérdida de sentido en PKG y en PKP2 desarrollan DA [46], [84],
[85]. Teniendo esto en cuenta, utilizaremos las lineas celulares PKG-K0O-02 y PKP2-KO-01
como control positivo en los estudios de modelado de la DA y la linea celular INEUI002 se
mantendra como control negativo, permitiendo contrastar los efectos de la edicidon genética
en el desarrollo del fenotipo patolégico. Con estos controles determinaremos si la mutacién

de significado incierto a estudiar es posiblemente patogénica.


https://www.zotero.org/google-docs/?VXMH5V
https://www.zotero.org/google-docs/?VXMH5V

5.3.1. Generacion de linea celular con mutacion puntual
c.56C>T (p.Thr19lle) en PKG mediante recombinacion
homologa

La mutacion ¢.56C>T en el gen de la PKG (p.T19Il) fue elegida para generar esta nueva
linea celular y se ha encontrado en pacientes que presentan la enfermedad, pero al no poder
atribuirle el fenotipo patogénico a esta mutacion, es considerada de “Significado Incierto” en

el ClinVar (https://www.ncbi.nim.nih.gov/clinvar/variation/179756/). Fue reportada por primera

vez por Haan y colab. en 2009 [86], [87]. Para este ensayo utilizamos los dos ARNg
previamente utilizados para la generacion de la linea PKG-KO-01 dirigidos al exén 1 del gen
de PKG que ya habian demostrado su capacidad de dirigir al sistema CRISPR al sitio de
interés y se disefaron dos ssODNs correspondientes a cada ARNg, con la variante antes
mencionada, la incorporacién de una mutacion silenciosa para BamH1 y la edicion del sitio
PAM. Para este experimento, utilizamos dos concentraciones de ADN final en 200.000 células
(2ug o 5ug) para cada uno de los ARNg y su respectivo ssODN. Los pools celulares se
analizaron como se explicd anteriormente mediante PCR y corte posterior con BamH1 y
secuenciacion por Sanger del amplicon generado. El corte con BamH1 mostré el patron de
banda esperado en pools transfectados (Figura 51) y el analisis de la secuenciacion mostré
un porcentaje del 3% de HDR en el pool transfectado con 5ug total de ADN (Figura 52) segun
analisis bioinformatico. A pesar de estos resultados, se aislaron 12 clones celulares de este
pool celular y sélo obtuvimos 1 clon con el PAM completamente editado, el nuevo sitio de
corte con la enzima de restriccion editado en heterocigosis, aunque sin la edicién deseada

que generaria el cambio p.T19I (Figura 53). A este clon celular lo denominamos T>I.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/179756/
https://www.zotero.org/google-docs/?rKF75B
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Figura 51. Producto de PCR de la secuencia de PKG lindante al sitio de edicién deseada
digerido con la enzima BamHI. Gel de agarosa donde observamos que los pools celulares
incorporaron el ssODN correctamente, tienen el producto de PCR de PKG y 2 bandas mas tenues de

menor peso molecular correspondientes a la digestion de la enzima BamHI. WT: CMPi sin transfectar,

(-): control negativo de la reaccion.
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Figura 52. Analisis mediante un software online (ICE-Synthego) de la eficiencia de edicion.
Los pools celulares fueron analizados con el software Synthego. Este utiliza los resultados por
secuenciacion Sanger de los pools y la secuencia Wild-Type como control, calculando el porcentaje de
células que podrian haber incorporado el ssODN. El pool celular transfectado con 5ug de ADN total
obtuvo una eficiencia del 3% de edicién HDR.

Imagen obtenida del software online Synthego

(www.ice.synthego.com).
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Figura 53. Secuenciaciones por Sanger. Histograma de las secuencias gendmicas del pool
celular transfectado con 5ug y el clon T>I. Las flechas indican los cambios generados tras la edicion

génica. La secuenciacion esta realizada con cebador reverso.

Los analisis de secuenciacion realizados sobre los pools celulares obtenidos tras la
transfeccién de las células con los diferentes ARNg para generar la edicion PKG ¢.56C>T (o
G>A en la secuencia complementaria) revelaron un porcentaje de edicion extremadamente
bajo. Una alternativa podria ser aumentar la cantidad de plasmido y ssODN a transfectar, pero
esto no era posible ya que 5 ug en 200.000 células era el limite superior de ADN para que no
sea sumamente téxico (evaluado previamente experimentalmente), lo que indicaba una
eficiencia limitada del sistema CRISPR/Cas9 para generar esta edicion al menos utilizando
estos ARNg. Dado que estos factores dificultaban significativamente la obtencién de clones
homocigotas, se decidié no continuar con la busqueda de un clon celular con esta edicion

especifica y continuar con la edicién puntual en el gen de PKP2

5.3.2. Generacion de linea celular con mutacion puntual
c.419C>T (p.Ser140Phe) en PKP2 mediante recombinacion
homdloga

La mutacion p.S140F esta reportada en pacientes que presentan la DA, pero generalmente
estos pacientes también portan otras mutaciones en genes desmosomales, es por ello que
decidimos dilucidar si esta mutacién, por si sola, generaria el efecto fenotipico patolégico de

la enfermedad (htips://www.ncbi.nim.nih.gov/clinvar/variation/45077/). Fue reportada por

primera vez por Gerull en el 2004 [46], [88], [89]. Para este ensayo utilizamos los dos ARNg
previamente utilizados para la generacion de la linea PKP2-KO-01 dirigidos al exén 3 del gen
de PKP2 y se disefaron dos ssODNSs, correspondientes a cada ARNg, con esta variante y la
edicion del sitio PAM. Debido a que habiamos comprobado en el experimento anterior que la

incorporacién de la mutacion silenciosa para la enzima BamH1 no necesariamente se


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/45077/
https://www.zotero.org/google-docs/?Qdebzc

correlacionaba siempre con la incorporacion de la edicion deseada en el gen, decidimos no
incorporar ninguna mutacion silenciosa para una enzima de restriccion en este caso.

Se transfectaron las células con las siguientes cantidades de ADN:

| ARNg | sSODN___| #Células/MW | __ADN total

Tug/ul Tpg/pul 5%Céelulas/MW6 500ng

Tug/ul Tug/pl 10°Células/MW6 1ug

Tug/ul Tpg/ul 10°Células/MW12 2ug
2,5ug/ul 2,5ug/ul 10°Células/MW 12 S5ug

Tabla 10. Tabla de concentraciones de ADN total utilizado para transfectar las CMPi. En este

caso se aumentoé el ADN total utilizado y también utilizamos un tamano del well menor.

Los pools celulares se analizaron como se explicé anteriormente mediante secuenciacion
por Sanger, se aislaron aproximadamente 115 clones celulares considerando las distintas
concentraciones utilizadas y no obtuvimos ningun clon con la edicién deseada. Es por ello
que se decidid hacer un analisis adicional para determinar la eficiencia de edicion de los pools
con un método mas sensible y preciso como es la secuenciacion masiva de los amplicones

de PCR.

5.3.3. Secuenciaciéon masiva de amplicones

Debido a que no logramos editar el gen de PKP2 en el experimento anterior, decidimos
utilizar las mayores cantidades de ADN evaluadas anteriormente en la transfeccion de las
CMPi y realizar un ensayo para determinar la eficiencia de edicion en los pools celulares
generados. Mediante el analisis de los pools determinaremos la eficiencia de cada uno de los
ARNg lo que permitira luego realizar clones celulares solo del ARNg mas efectivo. Para este
experimento, utilizamos dos concentraciones de ADN final en 200.000 células (2 ug o 5 pg)
para cada uno de los ARNg y su respectivo ssODN. Esto gener6 4 grupos experimentales:
ARNg1-2ug, ARNg1-5ug, ARNg2-2ug, ARNg2-5ug. Después de la transfeccion y el

tratamiento con puromicina se aislé el ADN gendmico de cada pool celular y se envio a la



empresa CD Genomics para realizar la secuenciacion de amplicones de PCR que contienen
el sitio de edicion. Como control también se envié una ADN gendmico de células wild-type.
La empresa, luego de amplificar por PCR el sitio de interés, secuencié cada uno de los
amplicones generados que en este caso fueron cerca de 100.000 amplicones. Los resultados
obtenidos luego los analizamos con el software CRIS.py, un programa basado en Python
disefado para el andlisis de datos de secuenciacion de nueva generacion (NGS) en
experimentos de edicion génica con CRISPR. Este software permite evaluar la frecuencia de
inserciones y deleciones (indels), asi como detectar modificaciones especificas introducidas
mediante reparacion homodloga (HDR) utilizando ssODNs. Debido a que este estudio fue
realizado sobre el pool celular editado, con este analisis nosotros esperabamos encontrar
amplicones con la secuencia wild-type (no habian sufrido edicidn), amplicones correctamente
editados (con cambio de base deseada y ediciéon del PAM), amplicones con cambio de base
editada correctamente (sin estar el PAM editado) y amplicones editados incorrectamente
(portadores de indels). A los fines practicos a nosotros nos interesaban tanto los amplicones
correctamente editados como los amplicones con cambio de base editada correctamente. En
ambos casos se generaria la variante deseada en PKP2.

Las secuencias detectadas por el programa fueron las siguientes:

e Wild-Type: TGGAAGAAAGGBEBTTGRBEBCATCCTCTG

e Mutacion Puntual: TGGAAGAAAGGIRIETTGAGGCATCCTCTG

e Mutacion Puntual + PAM: TGGAAGAAAGGTTCTTGAGACATCCTCTG

e Otros indels: TGGAAGAAAGGTCCHMIITTGAGGCATCCTCTG

Los resultados obtenidos se resumen en la siguiente tabla:
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Total Mutacion

ARNg1-2ug 104438 19504 (18.7%) 25833 (24.7%) 25499 (24.4%) 33629 (32.2%)
ARNg1-5ug 106571 21012 (19.7%) 29448 (27.6%) 16636 (15.6%) 39537 (37.1%)
ARNg2-2ug 95237 220 (0.2%) 220 (0.2%)  86471(90.8%) 8380 (8.8%)
ARNg2-5ug 99023 5219 (5.3%) 5219 (5.3%) 36015 (36.4%) 52482 (53%)

Tabla 11. Tabla de resultados de la secuenciaciéon de amplicones. Mutacién Puntual: Cantidad
de lecturas en las cuales se observa la incorporacion de la mutacion puntual. Mutacion Puntual + PAM:
Cantidad de lecturas en las cuales se observa la incorporacion de la mutacion puntual y modificacion
deseada del PAM. Wild-Type: Cantidad de lecturas en las cuales se observa la secuencia wild-type.

Otros “indels”; Cantidad de lecturas que incorporaron un indel en su secuencia.

Segun estos resultados, el pool celular ARNg1-2ug tendria el 43,4% (18,7% + 24,7%) de
las células correctamente editadas, el pool celular ARNg1-5ug tendria el 47,3% (19,7% +
27,6%) de células correctamente editadas, mientras que los pools ARNg2-2ug y ARNg2-5ug
tendrian sélo el 0,4% y 10,6% de células correctamente editadas, respectivamente.

Para mejor visualizacion de los datos se realizé un grafico de barras de los resultados
obtenidos (Figura 54). Podemos concluir que el ARNg1 es mas eficiente que el ARNg-2 para

la generacion de la edicion deseada independientemente de la cantidad de ADN utilizada.
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Figura 54. Grafico representativo de los resultados de la secuenciacién de amplicones de los

pools celulares editados.

5.34. Generacion de la linea PKP2-SF

El estudio de secuenciacion de amplicones de los pools nos permitid elegir el grupo
experimental ARNg1-2ug para la generacion de clones celulares ya que el 43% de los clones
tendrian la edicion deseada. Teniendo en cuenta este porcentaje tan eficiente, se realizo el
aislamiento sélo de 12 clones celulares, se aisld el ADN gendmico de cada uno de ellos y se
analizé la secuencia de PKP2 por Sanger (Figura 55). Los resultados mostraron que tres de
ellos incorporaron correctamente el ssODN, logrando la introduccién de la mutacion puntual
deseada, mientras que dos presentaron la insercién de una base nucleotidica y de los otros
siete dos conservaron su secuencia wild-type y los otros tenian incorporaciones de bases en
heterocigosis. Entre los tres clones editados, se selecciondé uno que no contenia la
modificacion en el sitio PAM, con el objetivo de reproducir lo mas posible el genotipo de interés
para el estudio. Una vez seleccionado el clon celular se realizé un analisis de cariotipo, el cual

dio normal (Figura 56) y a esta nueva linea celular se la denominé PKP2-SF.
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Figura 55. Secuenciaciones por Sanger. Histograma de las secuencias genémicas de las células

wild-type y el clon PKP2-SF. En amarillo: sitio de edicidon y cambio de nucledtidos en el clon.
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Figura 56. Analisis de bandas G cromosoémicas del clon PKP2-SF. Se analizaron 50 metafases
con una resolucion de 450 bandas para determinar el cariotipo de la linea celular PKP2-SF presentando

un numero normal diploide.

Luego buscamos evaluar si la mutacion introducida afectaba la traduccién de la proteina,
o era degradada por la propia célula . Para ello, analizamos la expresion de PKP2 mediante
western blot (Figura 57, izquierda) e inmunofluorescencia (Figura 57, derecha) en células
pluripotentes del clon PKP2-SF. En ambos ensayos, detectamos la presencia de la proteina

y en la posicién adecuada en la membrana celular.

DAPI PKP2

PKP2-SF  Wild Type

Wild Type

PKP2

= 97 kDa

GAPDH = 36 kDa

PKP2-SF

200um

Figura 57. Analisis de la expresion proteica de PKP2. |zquierda: Medicion de la expresion
proteica mediante la técnica de Western Blot en el clon celular PKP2-SF. Derecha: Detecciéon por
inmunofluorescencia de la proteina PKP2 (cyan) en células wild-type y el clon celular PKP2-SF. Se

utilizé DAPI como marcacion nuclear (amarillo). Aumento de 200X, barra de escala: 200um.



5.3.5. Validacion de la pluripotencia en la linea PKP2-SF

Las células se cultivaron bajo condiciones que mantienen su estado de pluripotencia, y su
morfologia fue analizada mediante microscopia de campo claro. No se detectaron
alteraciones morfoldgicas significativas ni un incremento evidente en la tasa de muerte celular.

Para verificar el mantenimiento del estado pluripotente en la linea celular, se evalud la
expresion del factor de transcripciéon SOX2 mediante inmunofluorescencia (Figura 58). Los
resultados obtenidos evidenciaron tanto en las células WT como en la linea celular PKP2-SF,
una alta presencia de SOX2 en los nucleos, confirmando asi la preservacion del estado

pluripotente en el clon celular.

DAPI SOX2

Figura 58. Marcacion de pluripotencia. Andlisis de expresion por inmunofluorescencia del

Wild Type

PKP2-SF

marcador de pluripotencia SOX2 (magenta) en las lineas celulares Wild-Type y PKP2-SF usando un

aumento de 200X. Se utilizé6 DAPI como marcacién nuclear (amarillo). Barra de escala: 200um.

Analizamos los niveles de expresion por RT-qPCR de dos marcadores moleculares de
pluripotencia (OCT4 y NANOG), genes desmosomales (PKG y PKP2) y otros relacionados
con uniones celulares (B-CATENINA y CONEXINA 43). No se encontraron diferencias
estadisticas entre el clon PKP2-SF y el control WT en los genes de pluripotencia, lo que
indicaria que el estado pluripotente de las células se mantuvo sin alteraciones. Observamos
un aumento significativo a nivel transcripcional del gen de PKP2 en el clon PKP2-SF (Figura

59).
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Figura 59. Analisis de la expresion génica en estado pluripotente. Cuantificacion de la expresion
de los ARNm de genes desmosomales, marcadores de pluripotencia y genes de uniones celulares por
RTqg-PCR de las lineas celulares Wild-Type y PKP2-SF. La expresién de los genes fue normalizada
con los genes GAPDH y RPL7 como housekeepings. Se muestran los niveles de expresion de cada
gen normalizados. Se realiz6 una prueba estadistica t de Student con correccién de Welch comparando

cada condicion contra la condicion WT, para 3 réplicas biolégicas independientes, (*) p<0.01.

5.3.5.1. Diferenciacion no dirigida in vitro

Para confirmar la pluripotencia de las lineas celulares y su capacidad de diferenciarse en
células derivadas de las tres capas germinales embrionarias, se llevo a cabo un protocolo de
diferenciacion in vitro no dirigido a “cuerpos embrioides”. Este enfoque permite evaluar si las
células pueden generar derivados de ectodermo, mesodermo y endodermo de manera
espontanea, sin la influencia de factores externos que guien su destino celular de manera
especifica. La caracterizacion de esta diferenciacion se realizd6 mediante
inmunofluorescencias (Figura 60) y RT-qPCR (Figura 61), utilizando marcadores especificos:
NES y TUBB3 para el ectodermo, BRACHYURY, NKX2.5 y DES para el mesodermo, y SOX17
y AFP para el endodermo. También se agregd el marcador de pluripotencia NANOG, para
evaluar la correcta salida de la pluripotencia de las células. Mediante este ensayo observamos
aumento de expresion de estos marcadores lo que confirma la capacidad de las células para

diferenciarse, validando asi su estado pluripotente.
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Figura 60. Analisis de cuerpos embrioides de las lineas Wild-Type, PKP2-SF y PKP2-KO-01.
Analisis de expresién por inmunofluorescencia de los marcadores NESTIN (cyan), NKX 2.5 (magenta)
y SOX17 (cyan hot) usando un aumento de 400X y 200X. Se utiliz6 DAPI como marcaciéon nuclear

(amarillo). Barra de escala: 200pm/100um.
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Figura 61. Expresion de genes a dia 21 de diferenciaciéon no dirigida a cuerpos embrioides.
Niveles de expresion de genes marcadores de pluripotencia (NANOG), transicion epitelio-mesenquimal
(BRACHYURY), de ectodermo (NES y TUBB3), de mesodermo (BRACHYURY, NKX2.5y DES) y de
ectodermo (SOX17 y AFP). La expresion de los genes fue normalizada con los genes GAPDH y RPL7
como housekeepings y relativizada al dia 0 del protocolo. Se muestran los niveles de expresion de
cada gen normalizados. El analisis estadistico se realiz6 con ANOVA de un factor seguido de un test

Tukey., (**), p<0.01.

Estos resultados nos permitieron continuar con los objetivos de trabajo propuestos para
este capitulo, sabiendo que el estado pluripotente de las células se encontré inalterado por la

edicion génica incorporada en las células.

5.3.6. Diferenciacion a cardiomiocitos de la linea PKP2-SF

A continuacion, la linea PKP2-SF se someti6 al protocolo de diferenciacién cardiaca junto
con el control wild-type y la linea PKP2-KO-01. En primer lugar, se determind la eficiencia de
diferenciacion mediante citometria de flujo para el marcador cardiaco cTnT a dia 15 de
diferenciacién (Figura 62). Si bien la eficiencia de diferenciacion fue baja, esto ocurrié en los
tres grupos experimentales y sin diferencias estadisticas entre ellos (14.4+4.3% vs.

11.25+3.3% y 13.2+4.4% para WT, PKP2-KO-01 y PKP2-SF respectivamente).
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Figura 62. Cuantificacion de células positivas para cTnT. Expresion del marcador de
cardiomiocitos cTnT en el dia 15 del protocolo de diferenciacién cardiaca evaluado por citometria de
flujo. En celeste, células tratadas sdélo con el anticuerpo secundario como control negativo y en rojo,
azul o verde (Wild-Type, PKP2-KO-01 y PKP2-SF, respectivamente) células tratadas con el anticuerpo

primario anti cTnT y el anticuerpo secundario correspondiente.

También se evalud la expresiéon de ARNm mediante RT-qPCRs de genes asociados a
cardiomiocitos, genes de proteinas desmosomales y genes de proteinas de otras uniones
celulares en cardiomiocitos para determinar si éstos se veian afectados en la linea PKP2-SF
debido a la mutacién incorporada (Figura 63). Los resultados obtenidos no muestran

diferencias en la expresién de estos genes respecto al control wild-type.
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Figura 63. Expresion de genes a dia 21 de diferenciacion cardiaca. Niveles de expresion de
genes marcadores de cardiomiocitos (cTnT y MYH?7) y proteinas de uniones celulares (PKG, PKP2,
CX43 y N-CADH). La expresion de los genes fue normalizada con los genes GAPDH y RPL7 como
housekeepings. Se muestran los niveles de expresién de cada gen normalizados. Se realizé6 una
prueba estadistica t de Student con correccion de Welch comparando cada condicién contra la

condiciéon WT, para 3 réplicas bioldgicas independientes, (**), p<0.01.

5.3.6.1. Expresion génica de PKP2 en la diferenciacion cardiaca

Analizamos la dinamica de expresién transcripcional de PKP2 a lo largo del proceso de

diferenciacién cardiaca y en cardiomiocitos maduros (dia 38) (Figura 64). En el dia 21,



observamos un aumento significativo en la expresion de PKPZ2 tanto en la linea Wild-Type
como en PKP2-SF (p<0.0001), mientras que en la linea PKP2-KO-01, si bien el incremento
fue menor, siguioé siendo significativo (p<0.05).

Posteriormente, en el dia 38, correspondiente a cardiomiocitos en un estado maduro, se
evidencié una disminucion en la expresion transcripcional de PKP2. Esta reduccién podria
estar relacionada con la transicion hacia un fenotipo mas similar al de los cardiomiocitos
adultos, los cuales han perdido su capacidad proliferativa y presentan un perfil transcripcional

estable acorde a su estado de diferenciacion avanzada.

PKP2 ~s- Wild Type
= PKP2-KO-01
~— PKP2-SF

- -
(=] o
1 1

Valores Normalizados
e
o
[

e
(=]
1

..................................

Dia0 Dia30 Dia7 Dia14 Dia21 Dia 38

Dias de Diferenciacion Cardiaca
Figura 64. Andlisis de la dinamica de expresion génica de PKP2 en la diferenciacion cardiaca.
La expresién del gen fue normalizada con el gen RPL7 como housekeeping. Se muestran los niveles
de expresion normalizados. Se muestran el promedio y error estandar para 3 réplicas biologicas

independientes para cada linea celular.

5.3.6.2. Analisis de la capacidad adipogenica de las lineas celulares

La formacion de tejido adiposo es una de las principales caracteristicas histopatologicas
de la DA y un indicador clave de su progresion en el tejido cardiaco. Es por ello que, para
determinar si los cardiomiocitos PKP2-KO y/o PKP2-SF presentan una mayor predisposicion
ala adipogénesis, analizamos la capacidad adipogénica en cardiomiocitos maduros derivados

de estas lineas celulares comparandolos con cardiomiocitos maduros wild-type. Para ello, los
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cardiomiocitos maduros fueron expuestos a medio pro-adipogénico por una semana y se
evaluo la presencia de gotas lipidicas mediante tincion con Oil Red O, un marcador especifico
para la deteccion de lipidos neutros, permitiendo asi una caracterizacion visual y cuantitativa
del grado de adipogénesis en los cardiomiocitos derivados de las distintas lineas celulares
(Figura 65).

El Oil Red O retenido en los cardiomiocitos fue luego liberado utilizando isopropanol y se
midi6 la densidad 6ptica o absorbancia (optical density, OD) de esta solucion. Para asegurar
una comparacion precisa, los valores obtenidos fueron normalizados en funcién de la
densidad celular en el plato de cultivo de cada muestra evaluada utilizando tincién con cristal
violeta y analisis de microscopia (Figura 66). Este procedimiento permiti6 determinar la
acumulacion de lipidos en las distintas lineas celulares, proporcionando una medida
cuantitativa del grado de adipogénesis inducido en cada experimento.

Los resultados mostraron un aumento significativo en la acumulacién de lipidos de los
cardiomiocitos derivados de las lineas PKP2-KO-01 y PKP2-SF en comparacién con los

cardiomiocitos control Wild-Type.

Wild Type PKP2-KO-01 PKP2-SF
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Figura 65. Tinciéon con Oil Red O posterior a exposiciéon al medio pro-adipogénico. Imagenes
representativas de las tres lineas celulares, Wild-Type, PKP2-KO-01 y PKP2-SF tefiidas con Oil Red
O después de ser sometidas al medio pro-adipogénico durante una semana. Arriba se utilizé un

aumento de 100X y abajo de 200X.
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Figura 66. Medicion de capacidad adipogénica de cardiomiocitos maduros PKP2-KO-01 y
PKP2-SF (n=3). Izquierda: En blanco y negro se observa un well representativo con cardiomiocitos
tefiidos con cristal violeta. Derecha: Cuantificacion del contenido lipidico tras una semana de medio pro

adipogénico comparando las tres lineas celulares: Wild-Type, PKP2-KO-01 y PKP2-SF. (*) P<0.05

5.3.6.3. Analisis de la contraccion de los cardiomiocitos

Ademas de evaluar la tendencia pro-adipogénica de los cardiomiocitos generados,
quisimos determinar si la contractibilidad de los cardiomiocitos maduros se veia afectada en
las lineas PKP2-KO-01 y PKP2-SF, tanto en cardiomiocitos inmaduros a dia 21 como en
cardiomiocitos maduros a dia 38 de diferenciacion. Para ello, se tomaron filmaciones de los
diferentes grupos experimentales a los diferentes tiempos y se utilizé el software de cédigo
abierto CONTRACTIONWAVE desarrollado por Scalzo y col. en 2021 para su analisis (Figura
67). Este programa, escrito en Python, permite analizar de manera precisa la contractilidad
celular mediante algoritmos de procesamiento de video, cuantificando parametros como la
frecuencia, amplitud y regularidad de los ciclos contractiles. El software ha sido validado
previamente para su uso en cardiomiocitos en diversas etapas del desarrollo y maduracion,

incluyendo aquellos derivados CMPi, cardiomiocitos neonatales y adultos.
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Figura 67. Analisis de la contraccion de cardiomiocitos utilizando el software
CONTRACTIONWAVE. a) Cuantificacion de la frecuencia fundamental de cardiomiocitos en dias 21y
38 del protocolo de maduracion cardiaca (n=3 réplicas bioldgicas. Barra de error indica promedio +
SD). b) Cuantificacion de la velocidad de contraccion de cardiomiocitos en dias 21 y 38 del protocolo
de maduracion cardiaca mostrando los mismos resultados de dos maneras diferentes (n=3 réplicas
biolégicas. Linea punteada indica la mediana). c) Electrocardiograma de velocidad de contraccion.
Iméagenes representativas de las velocidades de contraccion de las tres lineas celulares: wild-type,

PKP2-SF y PKP2-KO-01.

Lo que se observa luego de realizar este analisis es que la frecuencia de contraccion de
los cardiomiocitos no se altera ni por la maduracién de los cardiomiocitos (dia 21 vs. dia 38)
ni por las variantes en PKP2. En cambio, se ve una clara tendencia en los cardiomiocitos de
la linea wild-type y PKP2-SF en aumentar la velocidad de contraccién con la maduracion,
siendo mayor para los cardiomiocitos wild-type. Respecto a los cardiomiocitos PKP2-KO-01,
la velocidad de contraccion a dia 21 es similar al control, aunque a dia 38 ésta no aumenta
tal como sucede en los otros 2 grupos experimentales, lo que se observa en cambio es una

clara tendencia a ser menor.

5.3.7. Conclusiones parciales del capitulo

La implementacion de la técnica de secuenciacion masiva de amplicones permitio
identificar el ARNg con mayor eficiencia de edicion tras la transfeccion, lo que facilito la
generacion del nuevo clon celular PKP2-SF. Este clon fue posteriormente caracterizado para
validar su pluripotencia y capacidad de diferenciacién, con el objetivo de ser utilizado en el
modelado de la enfermedad.

El uso de la linea celular PKP2-KO-01 como control patogénico permitié adjudicar cierto
grado de patogenicidad a la linea PKP2-SF, la cual, hasta el momento, se encuentra

clasificada como una mutacion de significado incierto. Esto refuerza la utilidad de nuestro



modelo celular para evaluar mutaciones cuya implicancia en la patogénesis de la enfermedad
aun no ha sido completamente establecida.

Asimismo, tanto los cardiomiocitos PKP2-KO-01 como PKP2-SF presentaron mayor
acumulacion de lipidos que los cardiomiocitos wild-type tras el tratamiento con medio inductor
de adipogénesis, junto con una tendencia a disminuir la velocidad de contraccion en los
cardiomiocitos maduros. Estos fenotipos son consistentes con alteraciones observadas en
modelos de DA, lo que respalda la hipotesis de que esta mutacion podria afectar la integridad
estructural y funcional de los cardiomiocitos. Sin embargo, se requieren estudios adicionales
para confirmar su impacto a nivel molecular y su potencial contribucion a la patogénesis de la

enfermedad.



6. Discusion

La caracterizacion de los mecanismos celulares fundamentales de la Displasia
Arritmogénica son esenciales para un mejor entendimiento de la enfermedad y el desarrollo
de nuevas estrategias terapéuticas. En la presente tesis abordamos esta caracterizacion
utilizando como modelo de estudio cardiomiocitos diferenciados a partir de CMPi editadas
genéticamente poniendo foco en la funcion de las proteinas desmosomales PKG y PKP2.

Como primer objetivo planteamos generar una linea de CMPi knock-out para PKG y asi
determinar la relevancia de esta proteina en nuestro modelo. Estudios previos en ratones
knock-out para PKG han demostrado su papel esencial en la estabilidad estructural del tejido
cardiaco. Los embriones homocigotas para la delecion de PKG presentan una ausencia
completa de desmosomas en el corazoén, lo que resulta en defectos graves en la arquitectura
de los discos intercalares. Como consecuencia, muchos de estos embriones mueren entre los
dias 12 y 16 del desarrollo debido a la ruptura de los ventriculos y el colapso de la integridad
miocdardica, mientras que aquellos que logran sobrevivir hasta el nacimiento exhiben
alteraciones en la piel, como ampollas epidérmicas [54]. En humanos, se han identificado
mutaciones en el gen PKG asociadas con enfermedades tanto cardiacas como cutaneas. La
mutacién sin sentido p.S24X en PKG fue reportada como causante de un fenotipo
exclusivamente cutaneo, sin afectar el desarrollo cardiaco en pacientes jovenes [84]. Estudios
posteriores realizados por Boente y colaboradores, evidenciaron que estos mismos pacientes
desarrollaron complicaciones cardiolégicas con el tiempo, sugiriendo que la ausencia de
manifestaciones cardiacas en la infancia no excluye una evolucién patoldgica en etapas
posteriores de la vida [85]. Esta diferencia entre lo que sucede en ratones respecto a la
patologia en humanos hace evidente la necesidad de modelos de estudio con células
humanas.

Con el objetivo de analizar la funciéon de PKG e implicancia en cardiomiocitos humanos

decidimos generar una linea de CMPi knock-out en homocigosis para este gen utilizando la
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herramienta de edicion génica CRISPR/Cas9. Si bien el uso de CMPi derivados de pacientes
con variantes genéticas especificas son una excelente herramienta para el modelado de
enfermedades [90], este enfoque presenta limitaciones para establecer una relacion causal
entre mutaciones especificas y fenotipos funcionales, ya que diferentes lineas de CMPi
poseen distintos antecedentes genéticos, lo que puede influir en los resultados. En cambio,
CRISPR/Cas9 ha permitido la generacion de mutaciones especificas de enfermedades
hereditarias, creando modelos experimentales altamente controlados para el estudio in vitro
de diversas cardiopatias, prescindiendo de la necesidad de muestras de pacientes las cuales
suelen ser limitadas y de dificil acceso [91]. Esto no solo facilita la investigacion de
enfermedades genéticas raras o con baja prevalencia, sino que también permite la creacion
de modelos experimentales altamente reproducibles, evitando la variabilidad asociada a la
diversidad genética entre individuos.

Para generar la linea knock-out para el gen de PKG decidimos hacer la edicién por
recombinacion homodloga mediada por CRISPR/Cas9. Si bien el knock-out se podria haber
planteado realizarlo mediante CRISPR/NHEJ, se decidié hacer la edicién por recombinacion
homodloga con el objetivo de poner a punto esta tecnologia para luego utilizarla en la
generacion de otras variantes especificas reportadas en pacientes con DA. El primer desafio
fue la optimizacion de métodos de transfeccidon y seleccion clonal para garantizar la
generacion de clones celulares editados de manera eficiente. Una de las particularidades de
las CMPi es que crecen en colonias y cuando se encuentran unicelulares no sobreviven [92],
[93], [94]. A pesar de suplementar el medio con inhibidor de Rock para evitar la muerte cuando
estan unicelulares, el cultivo unicelular es muy ineficiente. Es por ello que inicialmente se
planted hacer lineas clonales a partir de la siembra de células en muy baja confluencia, pero
esto generd poblaciones con una mezcla de genotipos, lo que dificultaba la identificacion de
clones con la edicién deseada. Para superar esta limitacion, se plante6 la siembra de una
célula unica por well. A pesar de que la tasa de sobrevida de estas células fue baja (alrededor
del 50%) nos aseguramos obtener lineas de CMPi clonales. Esta estrategia nos permitio

obtener la linea PKG-KO-01.
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En el primer capitulo de esta tesis se describen los ensayos de caracterizacion y
diferenciacion a cardiomiocitos de esta linea celular. Sin embargo, luego del ensayo de
ARNseq detectamos que la linea celular utilizada contenia un isocromosoma extra. Esto
representd un desafio en la interpretacion de los datos, dado que no pudimos diferenciar si el
fenotipo que estdbamos obteniendo de los cardiomiocitos era consecuencia de la mutacion
sin sentido en PKG o del isocromosoma. El cultivo prolongado de CMPi se ha relacionado con
la aparicion de aberraciones cromosémicas y/o aneuploidias (nimero anormal de
cromosomas), lo que puede comprometer su estabilidad gendmica y utilidad terapéutica. Esta
inestabilidad cromosémica surge del pasaje continuo, que ejerce presion selectiva sobre las
células, permitiendo la supervivencia y proliferacion de clones con anomalias cromosdmicas.
Esto disminuye la fiabilidad de las CMPi para aplicaciones clinicas e investigaciones,
enfatizando la importancia de medidas de control de calidad rigurosas y duraciones de pasaje
limitadas durante el cultivo para mantener la integridad genémica. Puntualmente, Mayshar y
colaboradores estudiaron la integridad cromosdmica de mas de 100 lineas celulares de
distintos trabajos y observaron una alta incidencia en duplicaciones totales y parciales del
cromosoma 12 causado por las condiciones de cultivo, resultando en un enriquecimiento
significativo de varios genes, concluyendo que esta aneuploidia podria limitar la capacidad de
diferenciarse y un aumento en la tumorigénesis de las CMPi [95], [96]. Si bien la linea de
CMPi de la cual partimos y editamos (INEUi002) se utiliza rutinariamente en el laboratorio y
no presenta aberraciones cromosémicas de acuerdo a estudios previos, consideramos que el
estrés generado en el cultivo clonal pudo haber generado esta anomalia particularmente en
este clon. Fue debido a este resultado que actualmente se incorporé en el laboratorio la
necesidad del analisis de cariotipo a cada linea de CMPi editada genéticamente como analisis
obligatorio antes de continuar con los experimentos.

Habiendo concluido que no podriamos cumplir con los objetivos propuestos utilizando la
linea PKG-KO-01 como modelo, decidimos generar una nueva linea knock-out para PKG y
también para PKP2, pero ahora mediante CRISPR/NHEJ. Esta estrategia es mas eficiente

para la introduccion de indels y lo corroboramos luego de identificar que el 33% de los clones
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analizados eran knock-out para PKG y 16% para PKP2. En primer lugar, determinamos que
ambas lineas editadas se diferenciaban eficientemente a cardiomiocitos, a diferencia de lo
observado en el capitulo 1 donde la capacidad de diferenciacion de la linea PKG-KO-01 era
muy variable. Al evaluar la expresion de genes de los cardiomiocitos dia 21 observamos un
aumento significativo de la expresién de PKP2 en cardiomiocitos PKG-KO-02. Una posible
explicacién para este aumento es la respuesta a un mecanismo compensatorio para mantener
la integridad estructural del desmosoma. PKP2 podria sustituir parcialmente la ausencia de
PKG en el ensamblaje del desmosoma y anclaje a los filamentos intermedios, pero con menor
eficiencia [97]. Para el estudio mas preciso del efecto de la ausencia de PKG y PKP2 en
cardiomiocitos decidimos extender el protocolo que veniamos haciendo (hasta dia 21) para
obtener cardiomiocitos con un fenotipo mas avanzado en el desarrollo o maduros. Nos parecié
importante la aplicacién de este nuevo protocolo que recientemente se habia puesto a punto
en el laboratorio, ya que nos permitiria estudiar cardiomiocitos mejor organizados a nivel
estructural y mas similares a cardiomiocitos adultos que es cuando se manifiesta la DA en
pacientes.

Uno de los primeros ensayos que realizamos en cardiomiocitos maduros fue evaluar el
alineamiento de los cardiomiocitos y de los filamentos de actina comparando las lineas knock-
out respecto a cardiomiocitos wild-type para determinar si su organizacion era isotropica
(distribucion espacial uniforme) o anisotrépica (distribucion espacial no uniforme). El patréon
isotropico de los cardiomiocitos permite una organizacion celular con una alineacién
direccional preferente, replicando la arquitectura natural del tejido cardiaco. En este contexto
los DIy los sitios de unién célula-célula se distribuyen de manera homogénea, favoreciendo
una conectividad estructural equilibrada. Esta organizacién es fundamental, ya que los
cardiomiocitos requieren un acoplamiento mecanico eficiente para transmitir las fuerzas
contractiles de manera uniforme a lo largo del tejido. Ademas, el corazén opera como un
sincitio funcional, en el cual las sefales eléctricas y mecanicas deben propagarse de forma
sincronizada para garantizar una contraccidn coordinada. Por ello, mantener un patron

isotropico en cultivos in vitro de cardiomiocitos es crucial para reproducir con fidelidad el
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comportamiento fisiolégico del miocardio, asegurando tanto la estabilidad estructural como la
funcionalidad contractil del tejido cardiaco. Esta reportado que mutaciones en las proteinas
desmosomales comprometen la capacidad de los cardiomiocitos para establecer uniones
celulares estables, debilitando la adhesion mecanica y afectando la cohesién del tejido, debido
a una desorganizacién de la estructura desmosomal [24], [40], [55]. Ademas, dado que los
desmosomas estan estrechamente vinculados a la organizacién del citoesqueleto de actina,
estas mutaciones pueden inducir una desorganizacion de los filamentos de actina,
contribuyendo a la aparicién de un patron anisotropico, caracterizado por una disposicion
celular desordenada y una pérdida de alineacion estructural. La anisotropia en cultivos
celulares imita las condiciones patologicas observadas en la DA, donde la alteracion en la
adhesion célula-célula provoca retrasos en la conduccién eléctrica y fallos mecanicos. El
analisis de microscopia de campo claro de los cultivos de cardiomiocitos y los ensayos con
faloidina en nuestras lineas celulares knock-out para PKG y PKP2 evidenciaron una
organizacién mas anisotropica en comparacion con el Wild-Type, siendo mas evidente en los
cardiomiocitos PKP2-KO-01. Esto resalta como la pérdida de estas proteinas afecta la
dinamica del citoesqueleto, posiblemente debido a la falla en el acoplamiento de las uniones
célula-célula. Con este ensayo pudimos evidenciar in vitro un parametro relevante del efecto
de la ausencia de estas proteinas en los cardiomiocitos. Este parametro no se hubiese podido
determinar a dia 21 de diferenciacion ya que el alineamiento de los cardiomiocitos es un
aspecto clave de los cardiomiocitos maduros, demostrando entonces que es de suma
importancia el avance en el protocolo para sacar conclusiones mas certeras.

Los resultados obtenidos del analisis de inmunofluorescencias de los cardiomiocitos
maduros PKG-KO-02 mostraron un aumento de la marcacién de PKP2, tal como ocurria a dia
21 mediante expresion génica, y disminucion de marcacion de DSP y N-CADH. Si bien estos
resultados son preliminares y es necesario aumentar las réplicas biolégicas para confirmarlo,
la ausencia de PKG estaria alterando la expresion proteica o el anclaje de otras proteinas de
uniones celulares. Tal como fue descripto en la introduccién, PKG es un componente central

de los desmosomas, desempefiando un papel clave junto a PKP2, en la conexion entre las
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cadherinas desmosomales (DSC2 y DSG2) y el citoesqueleto a través de la desmoplaquina
(DSP). La pérdida de PKG interrumpe esta conexién critica, provocando la desestabilizacién
de los complejos desmosomales y comprometiendo la integridad de las uniones célula-célula
[54]. Tal como fue observado, como consecuencia, podria suceder una reduccién en la
expresion y localizacidon de otras proteinas desmosomales, como DSP. Estos efectos pueden
afectar la adhesién celular y la organizacion del citoesqueleto, alterando la expresion de otras
proteinas de las uniones celulares, como N-Cadherina [55], [98]. Este desequilibrio puede
comprometer la integridad mecanica del tejido, aumentando su susceptibilidad al estrés
mecanico y favoreciendo la aparicion de patrones anisotropicos o una débil adhesién célula-
célula. Estos cambios imitan las etapas tempranas de la DA, donde los desbalances en las
proteinas desmosomales desempenan un papel clave en la progresién de la enfermedad [25].

Para determinar si la ausencia de PKP2 y/o PKG estaba alterando la formacion de los
desmosomas y la ultraestructura en general de los cardiomiocitos decidimos estudiar
mediante microscopia TEM cardiomiocitos maduros derivados de las lineas editadas para
compararlos con cardiomiocitos wild-type. En condiciones fisioldgicas, los sarcomeros de
cardiomiocitos maduros tienen una longitud ~1.8-2.2 pym y estos cardiomiocitos estan
caracterizados con una mejor contractilidad y menos rigidez [99]. En contraste, los
cardiomiocitos con un menor grado de maduracién celular tienen sarcomeros mas cortos, con
una capacidad de contraccion reducida. Los resultados obtenidos mediante este estudio
mostraron una reduccion del tamano promedio de los sarcomeros en los cardiomiocitos
knock-out (PKP2-KO-01<PKG-KO-02<WT) siendo mas evidente esta diferencia en la linea
PKP2-KO-01 (cabe destacar que el tamafio promedio de los sarcémeros de nuestros
cardiomiocitos wild-type fue de 1,78 um lo que denota una gran fidelidad del modelo respecto
a lo reportado en bibliografia en condiciones fisioldgicas). Los sarcémeros mas cortos tienen
una capacidad reducida para generar la fuerza éptima para la contraccion, lo que contribuye
a la disminucién de la contractilidad observada en la DA. Este deterioro mecanico no solo
afecta la funcién contractil del miocardio, sino que también podria activar vias de

remodelacién patoldgica, favoreciendo la fibrosis y la acumulacion de grasa en el tejido
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cardiaco. Mutaciones en genes clave como PKP2 y PKG comprometerian la estabilidad del
citoesqueleto, provocando una desalineacién sarcomérica y reduccion en la longitud de los
sarcomeros. El impacto de estas mutaciones en la organizacion sarcomérica ha sido
corroborado por Gokhan y colaboradores, donde demostraron que mutaciones en DSP
afectan la estabilidad del citoesqueleto y la organizacién de los sarcémeros de manera similar
a lo observado en pacientes con DA. Ademas, la pérdida de DSP causa una reduccion en la
longitud sarcomérica, promoviendo déficits contractiles. Estos hallazgos refuerzan la relacién
entre la pérdida de adhesiéon desmosomal, la alteracion del citoesqueleto y los defectos en la
contractilidad cardiaca [100]. Este acortamiento sarcomérico se ha asociado con un estado
de hipercontractilidad basal, donde los cardiomiocitos mutantes presentan una mayor rigidez
en reposo. Como consecuencia, la relajacién celular se ve comprometida, lo que genera una
contraccion anémala y una mayor predisposicion a arritmias.

Ademas de haber observado un efecto en el largo de los sarcomeros, también
comprobamos que las estructuras desmosomales que se podian identificar facilmente en los
cardiomiocitos wild-type se encontraban mas difusas o “palidas” en los cardiomiocitos knock-
out (PKP2-KO-01>PKG-KO-02>WT), indicando tal vez una menor densidad de ciertos
componentes celulares como proteinas en esas estructuras. También pudimos identificar
menos cantidad de desmosomas en promedio en las uniones de dos cardiomiocitos (PKP2-
KO-01<PKG-KO-02<WT). Se observé también la presencia de gran cantidad de matriz
extracelular (posiblemente fibras de colageno) en las fotos de los cardiomiocitos PKP2-KO-
01. Estudios de microscopia TEM de biopsias de pacientes con DA muestran que la DA se
caracteriza por anomalias ultraestructurales en los discos intercalares, entre los que se
incluyen una disminucion en el numero de desmosomas y un aumento de desmosomas
palidos [101], ademas de un aumento del colageno intersticial, tal como observamos en los
cardiomiocitos diferenciados de las CMPi editadas genéticamente. Esta concomitancia entre
lo observado en nuestro modelo y los estudios realizados con biopsias de corazéon de
pacientes con DA indica que estamos logrando recapitular caracteristicas claves de la

enfermedad in vitro.
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Teniendo en cuenta todos los resultados donde comparamos cardiomiocitos PKP2-KO y
PKG-KO podemos concluir que la ausencia de PKP2 afecta mas evidentemente la estructura
general de los cardiomiocitos que la ausencia de PKG, al menos respecto a los analisis
realizados en esta tesis.

En el ultimo capitulo de esta tesis, nos propusimos generar una linea celular editada con
una mutacion puntual previamente reportada en pacientes, pero cuya patogenicidad aun no
ha sido claramente establecida. La variante PKP2 ¢.419C>T (p.S140F) es una mutacion con
cambio de sentido que provoca el cambio de un Unico aminoacido y ha sido reportada en
multiples estudios como una variante potencialmente asociada a la DA [46], [88], [89]. Sin
embargo, aunque ha sido identificada de manera recurrente en pacientes y no ha sido
detectada en mas de 500 cromosomas control, aun no se puede establecer de manera
definitiva su caracter patogénico. Esta incertidumbre se debe a la falta de ensayos funcionales
validados que permitan evaluar con precisién el impacto de variantes de significado incierto
en proteinas desmosomales y su posible rol en la progresion de la enfermedad [49]. Teniendo
esto en cuenta el objetivo fue evaluar si nuestro modelo celular in vitro permite caracterizar
experimentalmente el impacto funcional de esta variante (y de otras en el futuro) y determinar
su posible contribucion a la DA.

Para generar esta nueva linea editada de CMPi incorporamos el analisis de “secuenciacién
de amplicones” el cual nos permitié evidenciar de una manera muy precisa la diferencia de
eficiencias entre los 2 ARNg/ssODNs utilizados. Este hallazgo no es algo novedoso ya que
estd sumamente estudiado que el disefio de los ARNg es un aspecto decisivo a la hora de
ser exitoso en la edicién génica, aunque sélo experimentalmente es posible determinar la
eficiencia de aquellos ARNg sugeridos por programas disefados para tal fin [102]. Tras
confirmar la incorporacion exitosa de esta variante en las CMPi y verificar que su pluripotencia
permanecia intacta, procedimos a evaluar la expresion de la proteina PKP2 mediante
inmunofluorescencia y western blot, sin evidenciar diferencias con el control wild-type. Para
avanzar con los objetivos propuestos, llevamos a cabo la diferenciacion eficiente de la linea

celular PKP2-SF a cardiomiocitos y posteriormente a cardiomiocitos maduros.
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Como se ha mencionado a lo largo de la tesis, la principal caracteristica de la DA es el
reemplazo del miocardio por tejido fibro-adiposo. El uso de cardiomiocitos derivados de CMPi
con mutaciones en proteinas desmosomales representa una herramienta poderosa para el
estudio in vitro de la patogénesis de la DA. Para evaluar si nuestro modelo de estudio refleja
este fenotipo patoldgico caracteristico de la enfermedad, expusimos los cardiomiocitos con
las variantes en PKP2 (PKP2-KO-01 y PKP2-SF) a un medio de cultivo pro-adipogénico,
previamente utilizado para el modelado de la DA, pero con células de pacientes [103]. Esta
estrategia permitiria determinar si los cardiomiocitos derivados de las CMPi editadas
presentan una mayor predisposiciéon a la acumulacion lipidica en comparacion con
cardiomiocitos wild-type. Previo a este experimento habiamos observado un aumento de
expresion de PPARYy en cardiomiocitos maduros PKP2-KO-01 sin ningun tipo de tratamiento
adipogénico particular. PPARYy es un factor de transcripcion clave en la adipogénesis y juega
un papel central en la diferenciacion de pre-adipocitos en adipocitos maduros. En patologias
como la DA, PPARYy esta implicado en la transdiferenciacion de cardiomiocitos en células
adiposas. Si bien no hemos evaluado la expresion de este gen en cardiomiocitos PKP2-SF,
realizamos este experimento con el medio pro-adipogénico para ambos grupos
experimentales, considerando que tal vez veriamos un aumento en la acumulacion de gotas
lipidicas. Mediante la tincién con Oil-Red O pudimos corroborar este aumento significativo en
la acumulacion de lipidos en el citoplasma de estos cardiomiocitos, tanto PKP2-KO-01 como
PKP2-SF, en comparacion con cardiomiocitos wild-type. Con este resultado pudimos
confirmar que tanto la ausencia de PKP2 como la variante p.S140F considerada de
“significado incierto” provocan una mayor predisposicion de los cardiomiocitos a desarrollar
un fenotipo adipogénico.

Otro parametro de gran interés para determinar el efecto de las variantes de PKP2 sobre
la funcionalidad de los cardiomiocitos fue el analisis de contractilidad. Zhang y colaboradores
habian observado una disminucion en la fuerza de contraccion en cardiomiocitos derivados
de CMPi editadas en el gen de PKP2 para generar un knock-out, en comparacion con el wild-

type [104]. En nuestros resultados, respecto a la frecuencia de contraccién, éstos muestran
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que no se ve afectada ni por el estado de maduracion (dia 21 vs. dia 38) ni por las variantes
en PKP2. Sin embargo, en el analisis de la velocidad de contraccién (que también esta
relacionada con la fuerza con la que el cardiomiocito se contrae) se observé un efecto tanto
entre el estado de maduracion como entre las variantes en PKP2. Si bien podemos hablar de
tendencias, ya que no obtuvimos diferencias estadisticas, tanto los cardiomiocitos wild-type
como PKP2-SF aumentaron la velocidad de contraccion con la maduracion comparando dia
21 vs. dia 38, aunque con mayor incremento en los cardiomiocitos wild-type. A pesar de que
ambos grupos presentaron valores de mediana de velocidad de contraccion similares a dia
38, la linea PKP2-SF mostré un mayor porcentaje de cardiomiocitos con baja velocidad de
contraccion, lo que sugiere una posible alteracién en la eficiencia contractil de esta variante.
Por otro lado, los cardiomiocitos PKP2-KO-01 presentaron una velocidad de contraccion
similar al control wild-type en el dia 21, pero no mostraron el incremento observado en los
otros dos grupos experimentales a dia 38. En cambio, se evidencié una clara tendencia a la
disminucion de la velocidad de contraccion. Este resultado es esperable luego de haber
determinado por microscopia TEM que el largo de los sarcomeros era significativamente
menor en estos cardiomiocitos respecto a los wild-type, lo cual se relaciona con mayor rigidez.
Como se menciond anteriormente el acortamiento de los sarcémeros podria deberse a que
los cardiomiocitos tienen dificultades para relajarse completamente, manteniendo un estado
de contraccion parcial y por ello, la fuerza de contraccion termina siendo menor. Todos estos
resultados en conjunto, sugieren que la ausencia de PKP2 podria comprometer la capacidad
funcional de los cardiomiocitos siendo mas evidente en etapas avanzadas de maduracion.
Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos en la presente tesis consideramos que
fue posible modelar in vitro algunos aspectos fundamentales de la DA mediante la
incorporacion de mutaciones patogénicas en CMPi y su posterior diferenciaciéon a
cardiomiocitos. Incluso, pudimos identificar manifestaciones patogénicas en una variante
clasificada hasta el momento en las bases de datos como de significado incierto. Esto implica
que no se ha determinado si esta mutacion, por si sola, es suficiente para desencadenar la

DA. Si bien existen herramientas bioinformaticas y bases de datos que permiten predecir el



impacto de ciertas mutaciones, su confirmacion experimental sigue siendo fundamental. La
implementacién de modelos celulares basados en CMPi y edicién genética con CRISPR/Cas9
ofrece una plataforma prometedora para el estudio de estas variantes. Sin embargo, es crucial
que los criterios de patogenicidad a evaluar sean rigurosamente definidos y validados para
garantizar que los hallazgos sean comparables y clinicamente relevantes. Es necesario que
estos parametros sean reproducibles y que permitan caracterizar el fenotipo patoldgico
caracteristico de la DA, como la adhesidn celular, la estabilidad del complejo desmosomal, la
organizacion del citoesqueleto y la contractilidad. Estandarizar estos parametros facilitaria la
clasificacion de variantes de significado incierto, favoreciendo asi la precisién en el
diagndstico y manejo de pacientes con DA y otras cardiomiopatias hereditarias. Si bien en
este caso abarcamos sdlo una variante especifica, en la presente tesis hemos estandarizado

cada uno de los pasos experimentales para poder modelar cualquier otra variante.



/. Conclusiones

Se optimizoé un protocolo de edicién génica mediada por CRISPR/Cas9 para variantes
especificas y de aislamiento clonal, con el objetivo de generar lineas celulares
editadas genéticamente en homocigosis de manera eficiente y reproducible.

Se generaron cuatro lineas de CMPi correctamente editadas genéticamente que
incorporaron mutaciones relacionadas con la Displasia Arritmogénica. Las mismas
constituyeron una invaluable herramienta para el desarrollo del sistema experimental
de la presente tesis y se proponen, a futuro, como una herramienta para el estudio de
la DA.

Se comprobé el estadio pluripotente y la capacidad de diferenciarse efectivamente a
cardiomiocitos de las cuatro lineas celulares.

La maduracion de los cardiomiocitos fue fundamental para potenciar la manifestacion
del fenotipo patolégico caracteristico de la DA en las lineas celulares generadas,
facilitando la identificacion de efectos especificos atribuibles a las mutaciones

introducidas.

Las lineas knock-out para las proteinas PKG y PKP2 presentaron una clara alteracion
de la organizacién de los desmosomas y, por ende, la estructura de los discos
intercalares se vi6 afectada, desregulado otras proteinas de uniones celulares.

Los cardiomiocitos maduros de las lineas KO presentaron niveles elevados de algunos
marcadores de adipogénesis, indicando una posible predisposicion temprana hacia la
linea adipogénica.

La ausencia de PKP2 induce alteraciones mas significativas en los desmosomas de
los cardiomiocitos en comparacién con las provocadas por la falta de PKG segun
pudimos corroborar al analizar la ultraestructura de los cardiomiocitos por microscopia

TEM.



Logramos identificar y cuantificar la acumulacion lipidica en los cardiomiocitos
derivados de las lineas CMPi editadas PKP2-KO-01 y PKP2-SF, un hallazgo relevante
que refleja una de las caracteristicas patoldgicas clave de la DA.

Los cardiomiocitos maduros de la linea PKP2-KO-01 presentan una alteracion
evidente en la velocidad de contraccion probablemente relacionado con una falla en
la relajacién de la contraccion.

Los cardiomiocitos derivados de la linea PKP2-SF mostraron manifestaciones
patolégicas relacionadas con la DA, por ende, podriamos atribuirle un efecto
patolégico a la variante de significado incierto PKP2 p.S140F.

Con nuestro modelo de estudio seria posible identificar, si lo hubiera, el efecto de
variantes génicas de manera muy temprana en el desarrollo, previo a manifestaciones
clinicas, lo que podria ser una gran ventaja para el diagnéstico temprano.

Con los resultados obtenidos podemos concluir que la hipotesis planteada en esta
tesis “la introducciéon de mutaciones especificas en CMPi mediante el sistema de
edicion genética CRISPR/Cas9 permitira la generacion de modelos celulares
representativos de la cardiopatia Displasia Arritmogénica a partir de su diferenciacion

a cardiomiocitos” fue corroborada.
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