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RESUMEN

El Sindrome de Down (SD) corresponde a una afeccion causada por la presencia de una
trisomia del cromosoma 21 (Hsa2l) que genera un fenotipo altamente complejo
caracterizado por provocar trastornos neuronales, inmunitarios y defectos cardiacos. La
sobreexpresion de genes del Hsa21 ha demostrado ser un claro responsable de la patogenia
del SD, especificamente los de la regidn critica del sindrome de Down (DSCR). Muchos de
estos genes estan implicados en la regulacion de la funcion mitocondrial, como consecuencia
se genera en estos pacientes un notorio desbalance de las especies reactivas del oxigeno
(ROS), provocando cambios metabolicos secundarios como apoptosis celular y
fragmentacion mitocondrial, que los hace méas propensos a sufrir malformaciones cardiacas.
Por otro lado, reportes previos han dado cuenta que los procesos de diferenciacion neuronal
se ven alterados en SD, generando patologias caracteristicas de este sindrome que se
vincularian con la relacién inversa entre la proliferacion y diferenciacion celular, donde la
falencia de un proceso afecta al otro. En consideracion a estos antecedentes, se ha
identificado a RCAN1 como un importante regulador de la funcién y dindmica mitocondrial,
resultando relevante para los procesos relacionados al sistema cardiovascular. RCAN1 posee
diversas isoformas expresadas en tejido cardiaco y se caracteriza por ser una de las
principales proteinas sobreexpresadas en SD. También se sabe que RCAN1 es una proteina
codificada en la DSCR, la cual tiene como funcién principal inhibir la actividad de la
fosfatasa Calcineurina entre varias otras funciones. Actualmente, los modelos animales de
SD fallan en reproducir el fenotipo de la patologia cardiaca observada en humanos. Es asi
como ha surgido el uso de iPSC como un novedoso modelo que permite estudiar de mejor
forma este sindrome debido a una variedad de ventajas que las iPSC poseen por sobre los
modelos murinos. Por ende, a partir de los antecedentes expuestos, se propuso la siguiente
hipotesis: La sobreexpresion de RCAN1 aumenta los marcadores de proliferacion y dafio al
DNA en células madre pluripotenciales inducidas trisomicas (iPSCs) y disminuye los de
diferenciacion cardiaca en cardiomiocitos derivados de iPSCs de pacientes con SD. Para
comprobar la hipétesis de este trabajo se evaluaron los siguientes objetivos: 1) Analizar el
efecto de la trisomia del cromosoma 21 sobre la proliferacion celular de iPSC disémicas y
trisomicas y estudiar el rol de RCAN1 en este proceso. 2) Determinar el dafio al DNA

presente en iPSCs disdmicas y trisomicas, y ver si se rescata este dafio al recuperar la funcién
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normal de RCANL1 en estas células y; finalmente, 3) Evaluar y caracterizar el rol de RCAN1

en el proceso de diferenciacion de cardiomiocitos derivados de iPSCs disomicas y trisdmicas.

Para esta tesis se logré comprobar que iPSC 3S proliferan mas que iPSC 2S en condiciones
controles por medio de la inmunomarcacion del marcador de proliferacion Ki67 y la
expresion de genes indicadores de proliferacion celular (Ki67, TPX2), y al usar un siRNA de
RCANL se disminuy0 la proliferacion vista en iPSC 3S. Por otro lado, se logré evaluar el
dafio al DNA en estas células identificando una mayor acumulacion en iPSC 3S por medio
de la inmunomarcacion de 8-Oxoguanina y la expresion de genes marcadores de dafio al
DNA (OGG1). El silenciamiento de RCANL1 fue capaz de rescatar este dafio observado en
iPSC 3S. Finalmente, se pudo evaluar la capacidad de diferenciacion de iPSC 2S y 3S, donde
se logré comprobar que cardiomiocitos derivados de iPSC 3S presentan alteraciones en la
expresion de genes marcadores cardiacos dando cuenta de fallas en su diferenciacion, lo cual
fue rescatado al silenciar RCAN1. Ademas, en estas muestras se aprecio disfuncionalidad en
los cardiomiocitos, lo cual fue atribuido a la sobreexpresion de RCANL1 que esta presente en
SD. Este es el primer estudio que relaciona la sobreexpresion de RCANL1 en células iPSC de
pacientes con SD con una mayor proliferacion de estas células y una menor capacidad de
diferenciacion, lo cual se puede relacionar, en parte, con la alta frecuencia de malformaciones

cardiacas observadas en esta condicion.
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“Role of RCANL in Induced Pluripotent Stem Cells (iPSCs) and iPSC-

derived Cardiomyocytes from Down Syndrome Patients”

ABSTRACT

Down Syndrome (DS) corresponds to a condition caused by the presence of a trisomy of
chromosome 21 (Hsa21) that generates a highly complex phenotype characterized by causing
neuronal and immune disorders and heart defects. The overexpression of Hsa21 genes has
shown to be clearly responsible for the pathogenesis of DS, specifically those of the critical
region of Down syndrome (DSCR). Many of these genes are involved in the regulation of
mitochondrial function, in consequence, a noticeable imbalance of reactive oxygen species
(ROS) is generated in these patients, causing secondary metabolic changes such as cell
apoptosis and mitochondrial fragmentation, which makes them more prone to suffer cardiac
malformations. On the other hand, it has been seen that neuronal differentiation processes
are altered in DS, generating characteristic pathologies of this syndrome that could be linked
to the inverse relationship between proliferation and differentiation where the failure of one
affects the other. In consideration of these antecedents, RCANL1 has been identified as an
important regulator of mitochondrial function and dynamics, being relevant for processes
related to the cardiovascular system. RCAN1 has various isoforms expressed in cardiac tissue
and is characterized as one of the main proteins overexpressed in SD. It is also known that
RCANL is a protein encoded in the DSCR, whose main function is to inhibit the activity of
Calcineurin phosphatase among several other functions. Currently, animal models of SD fail
to reproduce the phenotype of heart disease observed in humans. This is how the use of iPSC
has emerged as a novel model that allows this syndrome to be better studied due to a variety
of advantages that iPSCs have over murine models. Therefore, based on the exposed
antecedents, the following hypothesis was proposed: The overexpression of RCAN1
increases the markers of proliferation and DNA damage in trisomic induced pluripotent stem
cells (iPSCs) and decreases those of cardiac differentiation in cardiomyocytes derived from
IPSCs of patients with DS. In order to verify the hypothesis of this work, the following
objectives were evaluated: 1) To analyze the effect of the trisomy of chromosome 21 on the

cell proliferation of disomic and trisomic iPSCs and to study the role of RCANL in this
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process. 2) Determine the damage to the DNA present in disomic and trisomic iPSCs, and
see if this damage is rescued by recovering the normal function of RCANL1 in these cells and;
finally, 3) To evaluate and characterize the role of RCANL in the differentiation process of

cardiomyocytes derived from disomic and trisomic iPSCs.

For this thesis, it was possible to verify that iPSC 3S proliferate more than iPSC 2S under
control conditions using the immunostaining of the proliferation marker Ki67 and the
expression of cell proliferation indicator genes (Ki67, TPX2), and by using an RCAN1
siRNA proliferation seen in iPSC 3S decreased. On the other hand, it was possible to evaluate
the DNA damage in these cells by identifying a greater accumulation in iPSC 3S through the
immunostaining of 8-Oxoguanine and the expression of DNA damage marker genes (H2AX
and OGG1). The silencing of RCAN1 was able to rescue this damage observed in iPSC 3S.
Finally, it was possible to evaluate the differentiation capacity of iPSC 2S and 3S, where it
was possible to verify that cardiomyocytes derived from iPSC 3S present alterations in the
expression of cardiac marker genes, accounting for failures in their differentiation, which
was rescued by silencing RCANL. In addition, these samples showed dysfunction in the
cardiomyocytes, which was attributed to the overexpression of RCANL1 that is present in SD.
This is the first study that relates the overexpression of RCANL1 in iPSC cells of patients with
DS with a greater proliferation of these cells and a lower capacity for differentiation, which
may be related, in part, to the high frequency of cardiac malformations observed in this

condition.
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1. INTRODUCCION
1.1 Sindrome de Down

El Sindrome de Down (SD) corresponde a la aneuploidia autosdémica més comun
compatible con la supervivencia postnatal que afecta a 1 de cada 700 recién nacidos a
nivel mundial, lo que ha ido en aumento con el paso de los afios (1zzo et al., 2018). Esta
condicion es causada principalmente por la presencia de una trisomia del cromosoma 21
(Hsa21) (lIzzo et al., 2018) y fue descrito por primera vez en 1866 por John Langdon
Down, aunque recién, casi un siglo después, el sindrome fue asociado con la trisomia de
este cromosoma (Down, 1866; Hall, 1964). En un Estudio Colaborativo Latinoamericano
de Malformaciones Congénitas (ECLAMC) se informd que existe una tasa de nacimientos
promedio de 1,88 por mil nacidos vivos en Latinoamérica. Por otro lado, en Chile la tasa
de pacientes con SD corresponde a la més alta de Sudameérica, alcanzando el valor de 2,47
por cada mil nacidos vivos (Donoso et al., 2017). Esta prevalencia de SD es dependiente
de varios factores tanto socioculturales como genéticos. Por ejemplo, en paises donde el
aborto es ilegal, como es el caso de Chile, su prevalencia es mayor. Por el contrario, en
paises donde esto es legal, como Francia, la prevalencia de SD es mas baja (1 en 2000)
probablemente debido al alto porcentaje de abortos por esta condicion (Donoso et al.,
2017; Cruz et al., 2019).

Los pacientes con SD se caracterizan por tener un fenotipo altamente complejo mostrando
caracteristicas constantes, como retraso mental, rasgos dimorficos e hipotonia, y
caracteristicas variables, que incluyen susceptibilidad a Alzheimer, diabetes tipo 2,
obesidad y trastornos inmunitarios. EI SD también es un factor de riesgo para diversas
enfermedades, tales como la disfuncion tiroidea, leucemia y otras malformaciones

congeénitas, siendo los mas frecuentes, los defectos cardiacos (1zzo et al., 2018).

Actualmente existen pocos estudios que den cuenta de cual es la causa de la copia extra
del cromosoma 21 que lleva al fenotipo de SD, no obstante, se han descrito diversos
factores de riesgo que llevarian a generar esta patologia. En la trisomia en el cromosoma
21, la mayor parte de los casos es producto de un error durante la segregacion de los
cromosomas maternos durante la meiosis |, siendo la edad materna un factor que guarda

directa relacion con la aparicién de SD (Yoon et al., 1996). Ademas, existen algunas
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hipdtesis que sugieren que estos errores ocurren por diversos factores como el
envejecimiento de los gametos, la madurez de los ovocitos, la seleccion embrionaria

alterada y la reserva de ovocitos limitada (Vundinti & Gosh, 2011).

Desde un punto de vista citogenético el SD puede ser causado por una trisomia 21 libre
(95%), mosaicismos (2-4%), traslocaciones robertsonianas (2-4%) u otros
reordenamientos estructurales (<1%). Para el primer caso, existen 3 copias completas del
cromosoma 21 a diferencia de sujetos sanos que presentan 2 copias y su aparicion ocurre
en funcion de la edad de la madre; para el mosaicismo existe la presencia de 2 0 mas lineas
celulares con diferente constitucion cromosdmica en un mismo individuo; para las
traslocaciones robertsonianas existe la fusion de dos cromosomas acrocéntricos por su
centromero donde una copia del cromosoma 21 se adosa a un cromosoma del grupo D;
para el Gltimo caso, rara vez ocurre que una copia extra del cromosoma 21 o parte de este
se encuentre como parte de reordenamientos cromosémicos diversos (Kaminker &
Armando, 2008).

Es bien conocido que sujetos con SD presentan una variedad de manifestaciones clinicas
caracteristicas como, por ejemplo, una mayor frecuencia a padecer malformaciones
congénitas cardiacas y gastrointestinales, desérdenes organicos como la enfermedad
celiaca, hipotiroidismo, infecciones respiratorias y alteraciones hematoldgicas. En
conjunto, lo anterior conlleva al aumento de la morbimortalidad y tasa de hospitalizacién
de estos sujetos (Donoso et al., 2017), siendo las cardiopatias congénitas el defecto
estructural asociado a SD mas frecuente (40-45%), especialmente los defectos del tabique
auriculoventricular que inciden en la tasa de mortalidad de nifios con SD; lo que es seguido
por anomalias del tracto digestivo (12%) y anomalias a la cadera (8%). No obstante, los
mecanismos que conllevan al fenotipo del DS aun son en gran parte desconocidos y hasta
la fecha se ha registrado poco progreso en un enfoque terapéutico orientado a mejorar la
calidad de vida de estos pacientes (Cruz et al., 2019; Donoso & Vera, 2016).

Con el avance actual de la medicina infantil, a pesar de los defectos cardiacos que
presentan estos pacientes, como son las cardiopatias congenitas, ha habido un incremento
notable en la sobrevida de los sujetos con SD producto de las cardiocirugias que se les

realizan. Sin embargo, a largo plazo sigue siendo un problema que los aqueja en el



transcurso de sus vidas dadas las diferentes complicaciones cardiovasculares que se
generan, por ende, adquiere relevancia realizar estudios desde el punto de vista

cardiovascular en personas con SD.
1.2 Cromosoma 21 (Hsa21)

Hsa21 se encuentra entre los cromosomas humanos mas pequefios, su brazo largo alcanza
los 33,6 Mb con mas de 500 genes, lo cual representa aproximadamente el 1% de las
secuencias totales obtenidas por el NCBI (Figura 1). Es sabido que una copia extra de
este cromosoma es responsable de generar el SD a nivel gestacional, por ende, es relevante
caracterizar la expresion de genes del Hsa21 para poder entender como el desbalance en
el dosaje de estos genes provoca los diferentes fenotipos observados en este sindrome
(Antonarakis et al., 2004).
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Figura 1: Cromosoma 21 (Hsa21). A. Cariotipo de una trisomia 21 femenina. B. Estructura del
cromosoma 21 con sus diferentes regiones. Adaptado de “Chromosome 21 and down syndrome:
from genomics to pathophysiology” por Antonarakis et al., 2004.

La sobreexpresion de genes del cromosoma 21 (Hsa21l) ha demostrado ser un claro
responsable de la patogenia del SD, tanto de forma directa o indirecta, pues los genes de
Hsa21 que se ven sobreexpresados afectan la regulacion de varios otros genes que mapean
a diferentes cromosomas (lzzo et al., 2018). A nivel global, la expresion de genes del
Hsa21 ha sido encontrada regulada al alza 1,5 veces en muestras trisomicas (Mao et al.,
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2005; Conti et al., 2007). En adicion, un metaanalisis de estudios de expresion génica
identificé una variedad de genes regulados positivamente en SD, los cuales estaban
involucrados en el fenotipo de SD. De estos genes se identificaron 6 que estan directa o
indirectamente involucrados en la funcion mitocondrial, los que corresponden a NRIP1,
SUMO3, DYRK1A, DSCR1/RCANL1, SOD1y APP (lzzo et al., 2018).

La mayoria de los estudios que buscan caracterizar los genes del Hsa21 que contribuyen
al fenotipo de SD han sido centrados en la region critica del sindrome de Down o por sus
siglas en inglés Down Syndrome Candidate Region” (DSCR). Dicha region se ubica en la
banda 21922, la cual abarca aproximadamente una longitud de 5.4 Mb en el Hsa21(Ronan
et al., 2007). Se ha postulado que esta area delimita un gen o genes dosis sensibles que
son responsables de varias caracteristicas del SD. Ademas, se ha identificado que el DSCR
estd asociado con varios fenotipos importantes del SD, como es el caso de los rasgos

faciales que provocan dismorfologia del esqueleto craneofacial (Olson et al., 2004).

Con estudios de microarrays en conjunto con PCRs ha sido posible medir los niveles de
RNA en tejidos de cerebelo y corazén de tejidos fetales humanos afectados con SD,
confirmando que existen genes individuales expresados diferencialmente en comparacién
a controles euploides (Mao et al. 2005). Por otro lado, en modelos de raton con SD por
medio de estudios por PCR cuantitativo en tiempo real se han medido los genes ort6logos
de raton de Hsa21 donde la sobrexpresion media de los genes aneuploides esta cerca de la
descrita en literatura (1,5 veces). Sin embargo, existen genes que exceden dicho valor
(App, Adamisl, Mx1 y DSCR5 entre otros), lo que los hace candidatos a ser responsables
de los fenotipos observados en SD (Lyle et al., 2004). En conjunto, estos estudios
confirman que la aneuploidia da como resultado una sobreexpresion de genes del
cromosoma 21, estableciendo que esta trisomia es la responsable de un aumento general
de los genes de Hsa21.

También se ha visto que la expresién de la mayoria de los genes del Hsa21 y de muchos
genes ubicados en otros cromosomas es desregulada en el corazon de fetos humanos
trisomicos entre las 18-22 semanas de gestacion. Por otro lado, muchos de estos genes
estan implicados en la fosforilacion oxidativa (OXPHQOS) y, de manera mas general, en la

funcién mitocondrial. En este sentido, genes codificantes para enzimas mitocondriales son



regulados significativamente a la baja, mientras que genes que codifican las proteinas de
la MEC se regulan al alza en todos los corazones de fetos trisomicos (Conti et al., 2007).
Por otro lado, genes como DSCR1 y DYRK1A ubicados en el Hsa21, ambos conocidos
participantes de la via de sefializacion de la via calcineurina/NFAT, son claves en el
proceso de organogénesis. Por ultimo, se ha visto que factores transcripcionales de la
familia de NFAT se expresan durante la tabicacion cardiaca, viendo alterada su expresion
en muestras de corazon de fetos humanos trisomicos, lo cual estaria dando cuenta de un
preludio a los defectos cardiacos presentes en sujetos con SD (1zzo et al., 2018; Conti et
al., 2007).

1.3 Enfermedades Cardiovasculares y Sindrome de Down

La asociacion con enfermedades cardiovasculares en pacientes con SD se ha reconocido
durante varios afios, lograndose identificar una enorme variedad de malformaciones
cardiovasculares en estos pacientes, donde la mayoria de las malformaciones alcanza un

grado agudo o crénico que ponen en peligro la vida (Spicer, 1984).

Las cardiopatias congénitas (CHD “congenital heart defects”) con mayor frecuencia en
sujetos con SD corresponden al defecto del tabique auriculoventricular o del canal
auriculoventricular (39% de los casos) siendo la hipertension arterial una de las
consecuencias frecuentes en los defectos del canal auriculoventricular, seguido por los
defectos del tabique auricular secundum (42% de los casos), defectos del tabique
ventricular (43% de los casos) y la Tetralogia de Fallot (6 % de los casos) (Figura 2)
(Marino, 1993; Freeman et al., 2008; de Rubens et al., 2003). La mayoria de estos defectos
son hemodinamicamente significativos y dan lugar a signos y sintomas clinicos de
compromiso cardiopulmonar. Con los avances en el manejo médico y quirdrgico, los
pacientes con defectos cardiacos han podido ser sometidos a procedimientos quirurgicos
exitosos a una edad temprana, logrando asi mejorar la expectativa de vida de estos

pacientes (Spicer, 1984).
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Figura 2: Defectos Cardiacos Congénitos. Comparacion de un corazén normal con los principales
defectos cardiacos congénitos que se pueden generar y sus principales complicaciones a nivel
cardiovascular. A. Corazon Normal; B. Corazén con defectos ventrales auriculares; C. Corazén con
defectos del tabique ventricular; D. Corazdn con Tetralogia de Fallot. Adaptado de “Congenital Heart
Defects” por National Heart, Lung and Blood Institute [NHLBI], s.f.

Adicionalmente, para los pacientes con SD también se tienen reportes de la existencia de
unaelevada actividad de la SOD-1 debido al efecto de la copia extra del gen, lo cual genera
al parecer, en parte, la patogénesis de esta enfermedad. Este aumento en la actividad de
SOD-1, la cual es un mecanismo antioxidante importante, se produce por la copia extra
del Hsa21y es la principal causa que lleva a una alteracién en el equilibrio de las especies
reactivas del oxigeno (Reactive Oxygen Species; ROS) en el organismo. Lo anterior
provoca cambios metabdlicos secundarios, como el aumento de los radicales superdxidos
que causa la elevacion de los niveles de H202 (Kedziora & Bartosz, 1988). En vista de lo
recién mencionado, se ha reportado que existe una relacion entre las enzimas antioxidantes
y sus correspondientes sustratos [SOD-1/(CAT+GPx)] aumentada en el SD, lo que
generaria un desbalance en estos pacientes que favoreceria el aumento de radicales
hidroxilos (°OH) (Donoso et al., 2017). Ademas, se ha visto que una elevada produccion
de ROS produce dafio a nivel celular, generando apoptosis en experimentos de cultivos
neuronales de fetos con SD. Este incremento en el ROS vy el dafio oxidativo podria
contribuir al desarrollo anormal del cerebro y al fenotipo mental observado en este
Sindrome (Busciglio & Yankner, 1995).



Se ha comprobado también que la elevada produccion de ROS en neuronas derivadas de
iPSCs de pacientes con SD va acompafiada de un aumento en el nimero de mitocondrias,
generandose una mayor fragmentacion de éstas. Por otro lado, también existe una
disminucion del potencial de membrana mitocondrial de estas mitocondrias, 1o que en
conjunto demuestra que existen perturbaciones generalizadas en la estructura y funcion de
este organelo en el SD. Ademas, existe un notorio aumento en la rotura de la doble hélice
de DNA de neuronas derivadas de iPSCs de estos pacientes, producto del desbalance en
los ROS observados por medio del marcador de dafio al DNA y H2AX (Murray et al.,
2015).

Varios estudios se han centrado en demostrar que este desbalance en las ROS en pacientes
con SD es debido, en gran parte, a alteraciones en la estructura y funcionamiento
metabolico de las mitocondrias, siendo este proceso, uno de los grandes implicados en la
patogénesis de SD y estando vinculado de forma directa tanto al fenotipo observado en
SD como a los diferentes defectos o enfermedades congénitas. Debido a lo anterior, dirigir
estudios hacia el metabolismo de este organelo en pacientes con SD representa una
prometedora estrategia terapéutica para corregir los fenotipos clinicos observados en estos

pacientes (Valenti et al., 2018).
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Figura 3. Representacion esquematica del metabolismo anormal redox que existente en los individuos
con Sindrome de Down. A: La copia extra del cromosoma 21 determina la existencia de un desbalance en
la produccidén de ROS. Esto ultimo, producto de que existe un aumento de la enzima antioxidante SOD-1,
pero no asi de las enzimas Catalasa (CAT) y Glutation Peroxidasa (GPx), por ende, el equilibrio es
desplazado hacia la formacién de Peroxido de Hidrégeno (H2O2). Adaptado de “El nifio con sindrome de
Down en la Unidad de Cuidados Intensivos” por Donoso, F. et al., 2017. B. Esquema que da cuenta del
desbalance redox producto de la copia extra del gen SOD-1 en Sindrome de Down.

Debido a la alta incidencia de malformaciones cardiacas en los sujetos con SD, ha sido de
gran interés investigar genes blancos para revertir el fenotipo de estos pacientes, ya que se
han identificado defectos cardiacos congénitos en mas del 50% de los recién nacidos y, a
pesar de que la mayoria de estos defectos son corregidos desde el nacimiento, siguen
siendo una de las principales causas de mortalidad en los adultos con SD en conjunto con
otras enfermedades como neumonia o enfermedades infecciosas respiratorias (Figura 4)
(Landes et al., 2020). Una variedad de estudios ha establecido el papel critico de las
disfunciones mitocondriales y el estrés oxidativo en una amplia gama de enfermedades
cardiovasculares, incluyendo defectos cardiacos congénitos; por ende, estudiar estos

procesos en SD cobra una especial relevancia.
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Figura 4: Principales patologias que afectan a los adultos con Sindrome de Down. Las enfermedades
Cadiovasculares y pulmonares siguen siendo las principales causas de muerte de las personas con SD. La
neumonia y las enfermedades pulmonares infecciosas, las cardiopatias congénitas (CC) y las enfermedades
circulatorias representan aproximadamente el 75% de todas las muertes en personas con sindrome de Down.
Adaptado de “What people with Down Syndrome can teach us about cardiopulmonary disease” por Colvin
etal., 2017.

1.4 RCANL1 y Disfuncién Mitocondrial en el Sindrome de Down

La disfuncion mitocondrial en si estd implicada en trastornos metabolicos y relacionados
con la edad, enfermedades neurodegenerativas y lesiones isquémicas en el corazény en el
cerebro. Especificamente en el SD, estudios de morfologia mitocondrial en fibroblastos
trisomicos (SD) fetales han demostrado que estos organelos estan significativamente
dafiados, mostrando mitocondrias rotas y con alteraciones en el patron de sus crestas en
comparacion con células sin la trisomia. Ademas, una comparacion realizada entre tejidos
de fetos con SD que presentan o no defectos cardiacos revelo que los fibroblastos con la
trisomia 21 derivados de fetos con cardiopatias presentan una disfuncion mitocondrial

mucho mas severa (Piccoli et al. 2012).

En este contexto, estudios de nuestro laboratorio han demostrado que existe una disfuncion
mitocondrial en células de pacientes con SD. Ya descrito por Parra et al. (2018), se ha
visto que células madre pluripotentes inducidas (iPSCs) con la trisomia, en comparacion
a iPSCs de células de sujetos normales, presentan alteraciones a nivel mitocondrial, pues
en el caso de las primeras, éstas presentan una red del tipo mas fusionada en comparacion

a celulas disomicas (Figura 5A). Por otro lado, en iPSCs trisdmicas la cantidad de



mitocondrias es mucho menor que en células disomicas, pero las primeras poseen un
mayor volumen mitocondrial (Figura 5B). Ademas, otras investigaciones realizadas por
Gobmez (2018) han comprobado que existe un desbalance de ROS en iPSCs trisémicas, 1o
que concuerda con la literatura para otros tipos celulares (Figura 6). A partir de esto, surge
la incognita por la existencia de alguna relacion entre los cambios que ocurren a nivel
mitocondrial en SD con la expresion de alguna proteina, identificandose a RCAN1
(regulador de la calcineurina 1) como un responsable en estos cambios mitocondriales

morfologicos y funcionales que existen en los pacientes con SD.

2SiPSC ¢~ | 3siPsc

-
(e
]

U
1

Mitochondrial volume (um?)

25 3S

Figura 5: Morfologia mitocondrial de iPSCs disémicas y trisomicas. A. Las iPSC trisdmicas presentan
una red mitocondrial mas fusionada que iPSCs disdmicas. Células fueron marcadas con MitoTracker Green
(B) Volumen mitocondrial iPSCs disdmicas y trisdmicas donde existe un claro aumento de en las células
3S. Adaptado de “Down syndrome critical region 1 gene, Rcanl, helps maintain a more fused mitochondrial
network” por Parra et al., 2018.

La region critica del gen 1 del SD o regulador de la calcineurina 1 (RCAN1), MCIP1,
DSCR1, adapt78, o calcipresina como es conocido, ha sido demostrado que contribuye al
control de la funcion y dindmica mitocondrial y se ha encontrado sobreexpresado en las
células de pacientes con SD (Kim & Seo, 2011). RCANL1 consiste en 7 exones separados
por 6 intrones que pueden sufrir splicing alternativo, generando predominantemente como
producto 3 isoformas (RCANL1.1S, RCANL1.1L y RCANL1.4) de la proteina RCAN1, a
saber, RCANL1.1 es codificada por el exon 1 y RCAN1.4 por el exdn 4, las cuales difieren
solo en su N-terminal (Figura 7) (Harris et al., 2005; Ermak et al., 2012). La isoforma de

RCANL.1 en adultos es mayoritariamente expresada en corazon, cerebro, musculo y
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pancreas; mientras que la isoforma RCANL1.4 es mayoritariamente expresada en corazon,
higado, musculo, placenta, pancreas y rifiones (Fuentes et al., 1997). Las isoformas 1.1y
1.4 de RCANL ejercen funciones diversas en los érganos. Por un lado, RCANL1.1 en el
cerebro posee actividad proapoptotica en cambio RCAN1.4 regula el crecimiento del
axon. En el corazon RCANL1.1 regula la apoptosis celular inducida por hipoxiay regula la
mitofagia y RCANL1.4 regula el ritmo circadiano (Lee & Ahnn, 2020).
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Figura 6: Niveles de ROS en iPSCs disémicas y trisomicas es dependiente de RCAN1. A. Células
fueron tratadas con DH-123 para medir los niveles de ROS. Se ve un claro aumento en iPSCs trisémicas
en comparacion a disémicas y esto es revertido por el uso de un siRNA de RCAN1.1y un doble Knock-
Down de la proteina. Adaptado de Andrés Gémez et al., 2018.

RCANL.1 ha sido fuertemente relacionado con disfuncion mitocondrial, entre lo que se
incluye la reduccion de la masa mitocondrial, la baja de los niveles celulares de ATP,
apertura del mPTP (“mitochondrial permeability transition pore”, una proteina
transmembrana que reside en la membrana interna mitocondrial) y la activacion de la via
de sefializacion de las caspasas. De esta forma, un estudio mostro que la sobreexpresion
de RCANL.1S lleva a producir una funcion mitocondrial anormal; describiéndose una
aceleracién de la tasa de intercambio de ATP-ADP, mayor apertura del mPTP inducido
por Ca*?, aumento de la liberacion de Cyt-c (“‘cytochrome complex’) y apoptosis de lineas
celulares neuronales (Jiang et al., 2017). Adicionalmente, y tal como se menciono
previamente, el silenciamiento de RCAN1.1 genera una red mitocondrial del tipo mas
fisionada en iPSCs trisdmicas, similar a lo visto en iPSCs disémicas y, que al medir los

niveles de ROS, el silenciamiento de RCAN1.1 disminuye de forma significativa los
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niveles de ROS a niveles similares a células disomicas (Gomez, 2018, Parra et al., 2018)
(Figura 6).
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Figura 7: Estructura del Cromosoma 21 y ubicacién de RCAN1. DSCR1 (RCANL1) se encuentra en el
cromosoma 21 en la regién q22.12. DSCR1 (Adapt78) consta de siete exones separados por seis intrones
que se empalman alternativamente y varian en su exén 5 '. Las principales isoformas conocidas de la
proteina RCAN 1 son calcipresina 1-1, con los aminoacidos N-terminales codificados por el exén 1, y
calcipresina 1-4, con los aminoéacidos N-terminales codificados por el exén 4. Mas recientemente,
calcipresina 1-1L, con los aminoacidos N-terminales codificados por una versién alargada del exén 1.
Adaptado de “Multiple roles of the DSCR1 (Adapt78 or RCAN1) gene and its protein product calcipressin
1 (or RCANL1) in disease” por Harris et al., 2005.

Otros estudios, realizados en nuestro laboratorio, han demostrado la contribucion de
RCANL1 al control de la funcion y dindmica mitocondrial empleando miocitos
ventriculares de ratas neonatas, cardiomiocitos ventriculares de ratones adultos,
fibroblastos embriogénicos de raton y células madre pluripotentes inducidas iPSCs de
individuos con SD. En dichos experimentos, el silenciamiento de RCANL1.1, incrementd
la fision mitocondrial, disminuyendo la funcién metabolica y aumentando el dafio celular

luego de un evento de Isquemia / Reperfusion (I/R) (Parra et al., 2018).

La sobreexpresion crénica de RCAN1 también ha sido asociada con DS y la enfermedad
de Alzheimer (Ermak et al., 2012). De todas las isoformas de RCAN1, RCAN1.1L es la

predominantemente encontrada en cerebros humanos. Reportes previos indican que esta
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proteina regula el mPTP, cuya apertura estd asociada con el inicio de la autofagia y la
degradacion mitocondrial (mitofagia); ademas su sobreexpresion ha sido asociada con la
reduccion del contenido de DNA mitocondrial (Ermak et al., 2012). Una expresion
elevada de RCAN1 también ha sido encontrada en estudios de cerebros de fetos con SD y
en la corteza peri-infarto de ratones, luego de una oclusion transitoria de la arteria cerebral
media (Fuentes et al., 2000; Cho et al., 2008).

1.5 Proliferacién, Disfuncion Mitocondrial y Diferenciacion Celular

Actualmente no se ha reconocido la causa exacta de los diferentes fenotipos observados a
nivel cardiaco en SD como lo son las cardiopatias congenitas, pero si ha sido posible
inferir qué podria estar ocurriendo en este érgano que lleva a generar defectos, tales como,
las fallas en la formacion de las paredes del corazén, ventriculos, etc. (NHLBI, s.f.). En
base a la literatura, nosotros postulamos que existe una disfuncion a nivel gestacional de
la proliferacion de células madre que provocaria fallas en la diferenciacion de células
cardiacas generando el fenotipo descrito anteriormente y, especificamente en el caso de

SD, un posible responsable seria RCANL1 al estar sobreexpresado en las células trisémicas.

La proliferacion celular es un proceso que consume una gran cantidad de energia y esta
controlado por diferentes puntos de control del ciclo celular, donde las células que
empiezan a dividirse deben estar preparadas metabdlicamente para la demanda energética
en los procesos de proliferacion (Antico, 2012). Existe evidencia de una estrecha relacion
entre la disfuncion mitocondrial y alteraciones en los procesos de proliferacion. Se ha
encontrado que en cultivos celulares de fibroblastos embrionarios de raton Knock-out para
DRP1 (“dynamin related-protein 1”, proteina que participa de la fision mitocondrial), la
tasa de crecimiento es mucho mas lenta que la de fibroblastos Wild type, lo cual también
ha sido comprobado por medio del marcaje con Ki67, un marcador por excelencia de
proliferacion celular, donde células Knock-out para DRP1 tuvieron una disminucién

significativa de Ki67 en comparacion a la condicion Wild type (Wakabayashi et al., 2009).

Continuando con lo anterior, se ha visto que diferentes alteraciones en la dinamica
mitocondrial producen fallas en los mecanismos de apoptosis, proliferacion y ciclo celular.
Este Gltimo punto posee una relacion directa con la dinamica mitocondrial, pues la

activacion de DRP1 va en conjunto con la activacion de kinasas reguladoras como Ciclina
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B1/CDK1 que responden a factores de crecimiento. La inhibicién de la activacion de
DRP1 se ha visto que arresta el ciclo celular hacia G2/M, lo cual confirma la relacion que

existe entre procesos proliferativos y mitocondriales (Ryan et al., 2015).

Por otro lado, existen otros estudios que describen una relacion entre RCAN1 vy
proliferacion. Se ha comprobado que el silenciamiento de RCAN1.4 resulta en
crecimiento retardado de células U87MG (Células de glioblastoma humano) y, ademas,
en la activacion atenuada de la via ERK en respuesta a factores de crecimiento. También
se ha observado que el silenciamiento de RCAN1.4 suprimi6 la formacion del complejo
de iniciacion de la traduccién y la sintesis de proteinas totales de una manera
independiente de la CaN, lo cual estaria afectando el crecimiento celular (Lee et al., 2009).

Los procesos proliferativos, por ende, toman relevancia al ser esenciales para el correcto
funcionamiento celular, pues se ha visto que poseen una relacion inversa con procesos de
diferenciacion celular, esto ultimo llama la atencion pues podria dar cuenta de la razén por
la cual se podrian estar generando las malformaciones cardiacas congénitas en SD. Con
respecto a la relacion inversa entre procesos proliferativos y de diferenciacion (Figura 8),
se ha visto que células que son altamente diferenciadas tienden a salir del ciclo celular y
su tasa proliferativa es muy baja o casi nula, como en el caso de neuronas y musculos, a
diferencia de células madre que poseen una alta tasa proliferativa. Por ende, esto seria un
antecedente clave que ayudaria a dar una posible explicacion de lo que sucede a nivel
cardiaco en el SD, en conjunto con los problemas a nivel mitocondrial que finalmente
gatillan el desbalance en los niveles de ROS y dafio celular (Ruijtenberg & van den
Heuvel, 2016).
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Figura 8: Relacidn inversa entre Proliferacién Celular y Diferenciacion. Células que poseen una alta tasa
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celular. Adaptado de “Coordinating cell proliferation and differentiation: Antagonism between cell cycle
regulators and cell type-specific gene expression” por Ruijtenberg & van den Heuvel, 2016.

1.7 Modelo de Estudio de Sindrome de Down con iPSC

Segun la literatura, existen complicaciones para estudiar el SD y el Hsa21 y la generacion
de un modelo que adopte tanto las caracteristicas genotipicas o fenotipicas del SD en
modelos murinos, ya que no solo es un sindrome genético contiguo que abarca 35 Mb del
brazo largo de Hsa21, sino que los modelos murinos presentan a los ortélogos de genes
Hsa21 mapeados en 3 distintos segmentos de cromosomas de raton, Mmul6, Mmul7 y
Mmu10. Dentro de los modelos mas empleados para estudiar esta patologia se encuentra
el ratdn Ts65Dn que corresponde a una trisomia segmentaria para SD. Este modelo posee
varias limitaciones, tales como, ser trisomico para 125 genes ortélogos que codifican
proteinas humanas, de los cuales solo 90 son ortélogos para Hsa21. Ademas, este modelo
carece de la trisomia para aproximadamente 75 genes ortologos de Hsa21 (Gupta et al.,
2016). Otra de las desventajas de estos ratones transcromosomicos es que presentan una
composicion genética de mosaico, por tanto, no en todas las células esta presente la
trisomia. Esto ultimo contribuye a generar variabilidad en la patogénesis de estos modelos
murinos fallando asi en reproducir los fenotipos en SD como son las cardiopatias

generadas por la trisomia en humanos (Moore, 2006).

Recientemente, la generacion de células madre pluripotentes inducidas (iPSCs) ha surgido
como un prometedor modelo para poder estudiar de mejor forma enfermedades que son
dificiles de caracterizar en modelos animales. Las primeras iPSCs fueron generadas desde
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fibroblastos humanos empleando diferentes factores transcripcionales (Oct4, Sox2, Klg4
y c-Myc). Las diferenciaciones cardiacas de iPSCs han sido ampliamente descritas con el
fin de ayudar a generar modelos de enfermedades cardiacas in vitro, u otros desérdenes
que requieren una cuidadosa caracterizacion de las propiedades de los cardiomiocitos
(Zhang et al., 2009; Ebert et al., 2012).

En teoria, las propiedades ilimitadas de auto-renovacion y diferenciacion de las células
madre les permiten producir grandes cantidades de tipos de células especificas para la
investigacion basica y el descubrimiento de farmacos (Figura 8). Como las células madre
[levan el mismo genotipo que el paciente donante, el cual ademés presenta un fenotipo
observable, se pueden generar modelos de enfermedad especificos para cada paciente.
Hasta el momento, mediante el uso de iPSCs se han modelado enfermedades de diversos
tejidos, incluidos hematopoyéticos, hepaticos, endoteliales, neurolégicos vy
cardiovasculares (Ebert et al., 2012). Las iPSCs por ende presentan la gran ventaja de
permitir modelar trastornos cardiacos con el fin de dilucidar el mecanismo funcional
subyacente de diferentes patologias y testear farmacos y agentes terapéuticos (Sterneckert
etal., 2014).

Estudios en donde se utilizan neuronas derivadas de iPSCs para estudiar enfermedades
como el Alzheimer, una de las principales patologias vistas en el SD, proporcionan
informacion sobre los mecanismos de la patologia y permiten la evaluacion de farmacos a
nivel preclinico. Con los modelos recién mencionados ha resultado Gtil determinar en
Alzheimer el rol de la trisomia en la generacion de péptidos B-amiloide y como se ve
afectado el fenotipo y la funcidn de estas neuronas (Robbins & Price, 2017). Por otro lado,
no existen estudios en los cuales se usen iPSCs con el fin de estudiar desde un punto de
vista cardiovascular mecanismos que lleven al fenotipo cardiaco en SD, pero ya se han

generado modelos de estudios en los cuales cardiomiocitos derivados de iPSCs son usados
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para el monitoreo, por ejemplo, de la tasa de contracciones espontaneas en estas células

con el fin de generar estudios para pruebas de farmacos (Sirenko et al., 2013).
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Figura 9: Aplicacion de iPSCs para medicina regenerativa, modelado de enfermedades y seleccion de
medicamentos. Después de la reprogramacion de células somaticas derivadas de pacientes a un estado
pluripotente inducido, los iPSCs pueden diferenciarse en tipos de células de las tres capas germinales. El
uso de las células especificas de tejidos derivadas de iPSCs permite modelar enfermedades para comprender
los complejos mecanismos que subyacen a diversas patologias. Adaptado de “Induced pluripotent stem cells
as a disease modeling and drug screening platform” por Ebert et al., 2012.

Ademas, otro punto importante a considerar es que el uso de iPSCs obtenidas directamente
de tejidos somaticos de pacientes permite eludir las preocupaciones éticas que han
afectado a las células madre embrionarias humanas (hESCs), como son la destruccion de

embriones y ovocitos humanos. Todo lo cual acentta su utilidad y versatilidad como
modelos in vitro para estudiar el desarrollo de enfermedades (Sterneckert et al., 2014).

Con el fin de poder entender mejor como las diferentes anormalidades que existen a nivel

del metabolismo mitocondrial por medio de la sobreexpresion de RCAN1 y como afectan
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a celulas de pacientes con SD, emplearemos el modelo de células iPSCs y de
cardiomiocitos derivados de éstas desde lineas obtenidas de pacientes con la trisomia del
cromosoma 21. Al mismo tiempo, analizaremos como la trisomia de RCANL1 afecta las
tasas de proliferacion, diferenciacion y de mutaciones en el DNA de estas células; lo cual
es esencial para poder entender de mejor manera como la disfuncion mitocondrial afecta
la diferenciacion de iPSCs hacia cardiomiocitos, tratar de prevenir esto en células de
pacientes con SD y esclarecer si RCANL1 es causante de algunos de los diferentes fenotipos

que se observan a nivel cardiaco en los pacientes con SD.

18



2. HIPOTESIS

““La sobreexpresion de RCANL1 en el contexto de la trisomia del cromosoma 21 aumenta
los marcadores de proliferacion y dafio al DNA en células madre pluripotenciales
inducidas trisémicas (iPSCs) y disminuye los de diferenciacion cardiaca en
cardiomiocitos derivados de iPSCs de pacientes con Sindrome de Down™

3. OBJETIVO GENERAL

Determinar el rol de la sobreexpresion de RCAN1 en el contexto de la trisomia del
cromosoma 21 sobre marcadores de proliferacién y dafio al DNA, asi como en la
expresion de marcadores de diferenciacion cardiaca en cardiomiocitos derivados de
iPSCs.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar el efecto de la trisomia del cromosoma 21 sobre la proliferacion celular de
iIPSCs disomicas y trisdmicas, y estudiar el rol de RCANL1 en este proceso.
Racional: sujetos que presentan la trisomia del cromosoma 21 poseen un metabolismo
oxidativo alterado en gran parte debido a alteraciones en la estructura y
funcionamiento de las mitocondrias (Murray et al., 2015). RCANL1 ha sido identificada
como una proteina responsable de estos cambios en la dinamica mitocondrial siendo
sobreexpresada en SD. RCANL1 inhibe a la CaN, una proteina fosfatasa activada por
Ca*? encargada de desfosforilar NFAT y provocar su traslocacion nuclear, regulando
asi procesos de proliferacién, diferenciacion y desarrollo de diferentes tipos celulares
y Organos, procesos criticos para el desarrollo y reparacion del corazén (Parra et al.,
2018; Ram et al., 2018). Para resolver este objetivo, se emplearon iPSCs de pacientes
sanos (2S) y con la trisomia 21 (3S) con el fin de estudiar las capacidades proliferativas
de estas células, ademaés se silencid6 RCANL1 en células 3S con el fin de determinar su

rol en la proliferacion de las iPSCs. Disefio Experimental: Para la realizacion de este

objetivo se utilizaron dos lineas iPSCs tanto de pacientes sanos como con SD. Para
evaluar la proliferacion celular se emple6 citometria de flujo y ensayos de ciclo celular,
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asi como inmunofluorescencia para Ki67. Para comprobar la contribucion de RCAN1
en este proceso se realizo el knockdown de esta proteina usando siRNA contra las dos
isoformas de RCAN con el fin de restaurar el fenotipo 2S de las iPSCs 3S.

2. Determinar el dafio al DNA presente en iPSCs disémicas y trisomicas, y ver si se
previene este dafio al recuperar la funcion normal de RCANL1 en estas células.
Racional: En neuronas de individuos con SD se ha observado que existe un aumento
en el nimero de mitocondrias lo cual es asociado a una mayor fragmentacion
mitocondrial, ademas de una elevada produccion de ROS (Murray et al., 2015).
Adicionalmente, en este mismo estudio se comprobd que existe un aumento en las
roturas de la doble hélice del DNA en pacientes con la trisomia 21 siendo esto utilizado
como un indicador de envejecimiento acelerado en SD, adicionalmente también se
observo mayor inestabilidad gendmica en estas células (Murray et al., 2015). Tras
estos resultados y los obtenidos en nuestro laboratorio (Figura 6), se hipotetizd que
en iPSC trisdmicas existe un aumento del dafio al DNA el cual es consecuencia de la
disfuncion mitocondrial causada por la trisomia 21 producto de la sobreexpresion de
RCANL. Para comprobar esto se utilizaron iPSCs trisdbmicas, ademas de siRNA contra
RCANL1 para evaluar su participacion en la generacion del dafio al DNA. Disefio
experimental: Para llevar a cabo este objetivo, se emplearon también dos lineas de
IPSCs tanto para pacientes sanos y con SD. El dafio al DNA presente tanto en iPSCs
3S y cardiomiocitos derivados de estas se analizaron mediante la acumulacion de 8-
oxoguanina y cambios en la expresién génica de H2AX y OGG1. Para evaluar la
funcién de RCANL1 en el proceso de dafio al DNA se emplearon estudios de perdida

de funcion tal como fue descrito en el objetivo anterior.

3. Evaluar y caracterizar el rol de RCAN1 en el proceso de diferenciacion de
cardiomiocitos derivados de iPSCs disomicas y trisdmicas.
Racional: En pacientes con SD existen diversas malformaciones a nivel cardiaco
siendo las principales las cardiopatias congénitas a nivel gestacional, las cuales
generan las diversas malformaciones en el corazén de estos sujetos (NHLBI, s.f.).

Debido a lo anterior, se estudid como son los procesos de diferenciacion de iPSCs
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tanto 2S como 3S hacia un fenotipo de cardiomiocitos por medio del protocolo de
diferenciacion establecido en nuestro laboratorio de acuerdo con lo descrito por
Burridge et al. (2014). En los cardiomiocitos obtenidos se midieron diferentes
marcadores de diferenciacion, ademas de la tasa de latidos por minuto. Para evaluar la
implicancia de RCANL1 en este proceso, previo a iniciarse el proceso de diferenciacion

se utilizo siRNA para disminuir los niveles de la proteina. Disefio Experimental: Para

cumplir con este objetivo se emplearon también dos lineas de iPSCs tanto para
pacientes sanos y con SD y se usé un siRNA para RCAN1 como fue descrito
anteriormente. Para la diferenciacion de iPSCs a cardiomiocitos se utilizo el método
descrito por Burridge y mediante RT-gPCR se midieron marcadores tanto de
pluripotencialidad como de cardiomiocitos para seguir el proceso de diferenciacion
durante los dias. Ademas, se midio la taza de latidos por minutos de cardiomiocitos 2S
y 3S con el fin de medir su funcionalidad en muestras sometidas también al SiRNA de
RCANL.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Reactivos y materiales
5.1.1 Cultivo celular:

Matriz de membrana Matrigel obtenida de Corning (c6d.354230), placas de cultivos
de 6 pocillos esteril (c6d.353046), placas de cultivo de 12 pocillos estéril
(c6d.353043) obtenidas de Falcon; DMEM F12 KO (c6d.12660012) y TripleExpress
(c6d.12604013), medio esencial E8, suplemento de esencial E8 (c6d.A1517001), kit
de diferenciacion de cardiomiocitos iPSC (incluye Medio de Diferenciacion A
(MDA), Medio de Diferenciacion B (MDB) y Medio de Mantencién de
Cardiomiocitos (MMC)) (c6d.A2921201), Albumina bovina fraccion V (BAF V)
(c6d.12659), suero fetal bovino HyClone™ (c6d.SH30910.03), medio RPMI 1640
(c6d.11879020), Versene® (c6d.15040066) y Suero de reemplazo KnockOut™ -
(c6d.10828010) obtenidos de Thermo Fischer Scientific; inhibidor Y-27632 obtenido
de Biorbyt (cd. ORB227384), Normocin™(ant-nr-2) obtenido de InvivoGen,
HEPES (485) obtenido de Amresco, suero de albumina bovina (BSA) obtenido de
BioslabChile (cdéd. BM-0150), acido lactico y acido ascorbico obtenidos de Merck
(c6d.100127)

5.1.2 Transfeccion de RNAs interferentes (SiRNA)

Lipofectamina™ RNA-iIMAX (c6d.13778030), y Agua destilada UltraPure™
DNase/RNase-Free (c6d.10977035) obtenidas de Invitrogen, Normocin™(ant-nr-2)
obtenido de InvivoGen, medio esencial E8 obtenido (c6d.A1517001), suplemento de
esencial E8 obtenido (c6d.A1517001), medio Opti-MEM obtenidos de Thermo
Fischer Scientific (c6d.31965070), RNAs pequefios de interferencia (SiRNA)
obtenidos de Dharmacon™ ON-TARGETplus; Lafayette, CO, USA. Las secuencias
de los siRNA para las isoformas de RCANL1 son las siguientes: sSiRCAN1.1, sentido

(5’-GCUUCAUUGACUGCGAGAUU-3"), antisentido (5°-
UCUCGCAGUCAAUGAAGCUU-3); siRCAN1.4, sentido (5°-
AGUGAUAUCUUCAGCGAAAUU-3"), antisentido (5"-

UUUCGCUGAAGAUAUCACUUU-3).
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5.1.3 Reactivos de Diferenciacion a cardiomiocitos

Kit de diferenciacion de cardiomiocitos derivados de iPSCs (Medio de Diferenciacion
A (MDA), Medio de Diferenciacion B (MDB) y Medio de Mantencion de
Cardiomiocitos (MMC)) (c6d.A2921201), Tryple Express Enzyme (c6d.12604013),
suplemento 100X RevitaCell™ (c6d.A2644501), obtenidos de Thermo Fischer
Scientific; Medio Enriquecido de cardiomiocitos preparado a partir de: solucién
Acido Ascorbico 250X obtenido de Merck (c6d.100127), lactato de Sodio 1M,
HEPES libre de acido — 0511-1kg obtenido de Amresco , fraccion V de Albumina
Bovina 7,5% (c6d. 15260037), medio RPMI 1640 sin glucosa (c6d.11879020),
obtenidos de Thermo Fischer Scientific; y agua destilada UltraPure™ DNase/RNase-
Free (c6d.10977035) obtenida de Invitrogen.

5.1.4 Inmunofluorescencia

Para la preparacion de muestras de inmunofluorescencia se emplearon placas de
cultivo de 12 pocillos estéril (c6d.353043) obtenidas de Falcon; cubreobjetos
circulares de 18 mm (c6d.0111580) y laminas portaobjetos obtenidos de Marienfeld
Superior™ (c6d.1000200), paraformaldehido 16% obtenido de Electron Microscopy
Sci, (c6d.15710), medio de montaje Prolong Gold + DAPI obtenido de Invitrogen
(c6d.P36935), PBS 1X, BSA 1% liofilizado obtenido de Winkler (c6d. BM0150),
Triton X-100 0,1 % (c6d.108643) y azida de sodio obtenidos de Merck Millipore
(c06d.106688). Los anticuerpos primarios y secundarios en conjunto con sus

diluciones se encuentran detallados en la Tabla 1.
5.1.5 Citometria de Flujo y Ciclo Celular

Se utilizaron placas de cultivo de 12 pocillos con iPSCs 2S y 3S, yoduro de propidio
(PI) obtenido de Invitrogen (c6d.P1304MP), tubos FACS no estériles, suero fetal
bovino obtenido de Biological Industries (c6d.04-121-1A), una microcentrifuga a
4°C y Versene® (c0d.15040-066) de Thermo Fischer Scientific, metanol absoluto
frio (-20°C) obtenido de Merck (c6d.106009), PBS 1X, Ribonucleasa A (RNAsa
A,1mg/mL) y un citometro de Flujo BD Accuri C6-653118.
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5.1.6 Extraccion RNA

Se utilizaron placas de cultivo de 12 pocillos con iPSCs 2S y 3S con una confluencia
del 80%, una microcentrifuga a 4°C Thermo Fischer Scientific Heraeus™ Fresco™
(c6d.17 — 75002420), PBS 1X filtrado frio, TRIZOL obtenido de Thermo Fisher
Scientific (c6d.15596018), cloroformo obtenido de Merck Millipore (c6d.102445),
isopropanol obtenido de J.T. Baker (c6d.9084-03), microtubos estériles, etanol 75%
frio obtenido de J.T.Baker (c6d.9000-03), agua destilada UltraPure™ DNase/RNase-
Free (c6d.10977035) obtenida de Invitrogen y un equipo Nanodrop Heraeus™
Fresco™ (c6d.17 — 75002420)

5.1.7 RT-gPCR

Para la generacion del cDNA se utilizd un equipo Termociclador Biometra Tone de
Analytik Jena (cod. - 846-2-070-301) y el kit 1Script Reverse Transcription Supermix
obtenido de Bio-Rad (c6d.BR1708841). Para la cuantificacion mediante qPCR se
utilizd6 Master mix PowerUp SYBR Green obtenido de Thermo Fisher Scientific
(c6d.A25742), agua destilada UltraPure™ DNase/RNase-Free (c6d.10977035)
obtenida de Invitrogen. Los partidores utilizados para los diferentes objetivos se

encuentran detallados en la Tabla 2.
5.1.8 Anticuerpos

Tabla 1: Anticuerpos utilizados para Inmunofluorescencias de Ki67 y 8-Oxoguanina

Anti-Ki67 Rabbit 1:400 Cell signaling 9129S
Anti-8-Oxoguanina Mouse 1:100 Merck MAB3560
Alexa Fluor® 488 Goat 1:300 Invitrogen A11001
anti-rabbit

Alexa Fluor® 568 Goat 1:300 Invitrogen A11004
anti-mouse
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5.1.9 Lista de Partidores

Tabla 2: Partidores para evaluar dafio al DNA, proliferacion, diferenciacion y

pluripotencialidad.

H2A.X H2AX _Fl1y | TCCCTTCCAGCAAACTCAAC @ AACTCCCCAATGCCTAAGGT  IDT

R1

0GG1 OGG1l_Fly CAGGAAGGACAAGGCTCAAG | CTGTGGGTTCTTGGGTGAGT  IDT
R1

S0X2 FH1_SOX2y | ATAATAACAATCATCGGCGG AAAAAGAGAGAGGCAAACTG Sigma
RH1

NANOG  FH2_NANOG CTATCCATCCTTGCAAATGTC GTTCTGGTCTTCTGTTTCTTG Sigma
y RH2

POU5F1  FH1_POUS5SF1 GATCACCCTGGGATATACAC GCTTTGCATATCTCCTGAAG Sigma
y RH1

MYH6 FH1_MYH6y = AGCAGAGAAACTTTGACAAG TCCTGAAGGTTCTTGTTCTC Sigma
RH1

GATA4 FH1_GATA4 AGACGTTCTCAGTCAGTG ACGCAGTGATTATGTCCC Sigma
y RH1

NKX2.5 FH1_NKX2-5 = AAAGCCTGAAATTTTAAGTCAC CAGCATTTGTAGAAAGTCAGG Sigma
y RH1

TNNT2 FH1_TNNT2  AGAGAGATGGACTTTGATG TCCTCTTTCTTCCTGTTCTC Sigma
y RH1

Ki67 Ki-67 FH_2 ATAAACACCCCAACACACACAA | GCCACTTCTTCATTCCAGTTACA IDT
YRH 2

TPX2 TPX2 FH_1 | ACATCTGAACTACGAAAGCATCC GGCTTAACAATGGTACATCCCTTA IDT
YRH_ 1

Ciclina Cyclin D1 TCGGTGTCCTACTTCAAATGTGT | GGGATGGTCTCCTTCATCTTAG IDT

D1 FH_1YRH_1

PCNA PCNAFH 2  CCTTGGCGCTAGTATTTGAAGC ACACAGCTGTACTCCTGTTCTG IDT
YRH_2
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5.1.10 Clones celulares

Tabla 3: Caracteristicas de los clones de iPSCs usados para la diferenciacion.

Linea celular  Clon Origen Genotipo
iPSC 3S #440 Células madres embrionarias 47, XY, +21
IPSC 3S #410 IPSC derivadas de fibroblastos 47, XY, +21
IPSC 2S #409 IPSC derivadas de fibroblastos 46, XY
IPSC 2S #406 Células madres embrionarias 46, XX
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5.2 Metodologia

5.2.1 Cultivo celular

Se utilizaron lineas de células madre pluripotentes inducidas (iPSCs) tanto de sujetos
sanos (disdmicas 2S, clones #406, #409) como pacientes con sindrome de Down
(trisbmicos 3S #410, #440). Las células fueron sembradas inicialmente en placas de
6 pocillos recubiertas con matrigel y mantenidas a 37°C al 5% de CO2 con medio
esencial 8 (E8) mas suplemento con Normocin hasta alcanzar una confluencia del
80%. Luego de alcanzada la confluencia las células fueron desprendidas con Versene
y expandidas a placas de 6 y 12 pocillos con el fin de obtener muestras para los

diferentes experimentos.
5.2.2 Transfeccion iPSCs 2S y 3S

Se utilizaron los siRNA de RCAN1.1 y RCAN1.4 de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante. Las placas a una confluencia de 40% se preincubaron
1 hora con el inhibidor Y-27632 10 uM. Se prepararon soluciones para la transfeccion
en medio Optimem® utilizando siRNA 50 nM, Y-27632 10 uM y lipofectamina
RNAiMax dejandolas reposar 20 minutos para la formacion de liposomas.
Posteriormente se aspird el medio E8 y se afiadieron los siRNA de RCANL1 con los
que se transfectaron las células durante 1 hora con las siguientes condiciones:
siControl, siRCANL1.1, siRCANL1.4 y doble-knockdown (dKD). Luego de la hora, se
completo volumen con medio E8 mas el inhibidor Y-27632 10 uM. Pasadas 24 horas,
se cambio el medio a E8 comercial + Normocin 1 mg/mL y se dejaron incubando por
24 horas hasta alcanzar la confluencia deseada para los experimentos. Con el uso de
los siRNAs fue posible reducir los niveles de RCAN1.1; un 64% con el sil.1 de
RCANL1 y un 40% con el dKD de RCANL en iPSC 2S, para iPSC 3S se redujo un
73% con el sil.1 de RCAN1y 60% con el dKD de RCANL1 en términos de proteinas.
Los transcritos de RCANL1.1 con los siRNA de RCAN fueron reducidos un 53% para
el sil.1 de RCAN1y el dKD en iPSC 2S; y un 75% para el sil.1 de RCAN1, 62%
para el dKD de RCANL1 en iPSC 3S (Parra et al., 2018).
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5.2.3 Inmunofluorescencia iPSC

Se utilizaron muestras de cultivo tanto de iPSC 2S y 3S de los diferentes clones en
placas de 12 pocillos con cubreobjetos para hacer inmunofluorescencias para Ki67 y
8-Oxoguanina. Se procedio a aspirar el medio de las placas con células luego de
alcanzada una confluencia del 80% para las siguientes condiciones: siControl,
SiRCANL.1, siRCAN1.4 y doble knock-down (dKD). Seguido de esto, se realizaron
3 lavados a las celulas con PBS 1X vy se fijaron las celulas con PFA 4% v/v en PBS
1X durante 20 minutos trabajando con las muestras siempre en hielo. A continuacién,
se aspird el PFA de las muestras y se lavo nuevamente con PBS 1X 3 veces. Con el
fin de permeabilizar las células se empled Triton X-100 al 0,1 % por 10 minutos a
temperatura ambiente y se lavaron nuevamente con PBS 1X 5 veces hasta eliminar
todo el Triton X-100, seguido se bloqued las células con BSA 1% frio durante 1 hora
a temperatura ambiente. Luego de la hora, se hicieron 3 lavados con PBS 1X y se
incubaron las muestras con los anticuerpos primarios anti-Ki67 y anti-8-Oxoguanina
(detallados en la Tabla 1) diluidos en BSA 1% frio a 4°C en camara humeda durante
toda la noche. Al dia siguiente las muestras fueron nuevamente lavadas con PBS 1X
3 veces e incubadas en oscuridad durante 2 horas a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario correspondiente detallado en la Tabla 1 (Alexa 488 anti-rabbit
y Alexa 568 anti-mouse). Finalmente, las muestras fueron lavadas nuevamente con
PBS 1X 3 vecesy se procedio a montar en los cubreobjetos con Prolong Gold + DAPI.
Las muestras se dejaron secando en oscuridad a temperatura ambiente durante toda la

noche y se almacenaron hasta su visualizacion en el microscopio a 4°C y en oscuridad.
5.2.4 Analisis de Inmunofluorescencia

Las fotografias de las inmunofluorescencias fueron tomadas utilizando el
microscopio confocal Zeiss LSM 700 ubicado en la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacéuticas de la Universidad de Chile, para estas se utiliz6 un objetivo de 63X
tomando 4 fotos por condicién experimental. Las imagenes fueron analizadas
utilizando el software ImageJ midiendo la intensidad de fluorescencia total y la

fluorescencia nuclear de las células.
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5.2.5 Citometria de Flujo

Para el analisis del ciclo celular se usaron placas con iPSC tanto 2S y 3S hasta
alcanzar una confluencia del 80% luego de la transfeccion con los siRNAs. Las
células fueron tripisinizadas con Versene® y suero para detener la reaccion, el medio
fue luego traspasado a tubos Eppendorf en hielo y rotulados para las diferentes
condiciones. Post-tripsinizacion, las muestras fueron rapidamente centrifugadas a
1000 G durante 5 minutos a 4°C. Obtenido el pellet, se elimind el sobrenadante de los
tubos y se resuspendieron las células en metanol absoluto frio (-20°C) lentamente y
en agitacion, posteriormente las muestras se colocaron a -20°C durante 15 minutos.
Seguido de esto, las muestras se centrifugaron nuevamente a 1000 G durante 5
minutos a 4°C, luego se les elimind el sobrenadante y se resuspendieron en PBS 1X
agregandoles RNAsa A (1mg/mL), todo lo cual se incub6 a 37°C durante 1 hora.
Antes de la medicidn, las muestras se traspasaron a tubos FACS a los cuales se les
agreg6 P1 (Img/mL) agitando y dejandose reposar en oscuridad durante 15 minutos.
La medicion se realizé después de agitar los tubos una Gltima vez en un citometro de
flujo BD Accuri C. Para esta medicion, se utilizaron las condiciones sin Sonda,
siControl, si RCAN1.1, siRCAN1.4 y doble Knock-down (dKD). Los datos obtenidos
se analizaron con el software BD Accuri C6 y FlowJo VX.

5.2.6 Diferenciacion de cardiomiocitos derivados de iPSC

Se diferenciaron cardiomiocitos desde iPSCs segun el método descrito por Burridge
et al. (2014) con el kit de diferenciacion obtenido de Thermo. A placas de 12 pocillos
con cultivo de iPSC 2S y 3S al alcanzar una confluencia del 80% se les aspiré el
medio E8 y se les cambid por el Medio de Diferenciacion A (MDA) manteniendo las
celulas a 37°C con 5% de CO, considerandose este como el Dia 1 del comienzo de
la diferenciacion. EI MDA se dej6 hasta el dia 3 cuando se procedio a cambiar por el
Medio de Diferenciacion B (MDB), el cual se dejé hasta el dia 5, comprobandose las
células al microscopio cada dia. Llegado el dia 5 se aspiré el MDB y se cambi por
Medio de Mantencion de Cardiomiocitos (MMC), cambiando este medio dia por
medio hasta llegar al dia 10. El dia 10 se aspir6 el MMC y se cambio por Medio

Enriquecido de Cardiomiocitos (MEC) dejando las céelulas en incubacion con este
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medio hasta el dia 16 y cambiandolo dia por medio. El dia 16 se aspir6 el MEC y se
cambid este por MMC, el cual fue colocado hasta el dia 20 de la diferenciacion
cambiéndolo dia por medio. El dia 20 se detuvo la diferenciacién y las muestras se
guardaron hasta la realizacion de los diferentes experimentos. Para la diferenciacion
las condiciones estudiadas fueron las siguientes: siControl, SiRCAN1.1, siRCAN1.4
y doble Knock-Down (dKD); para el caso de los experimentos de PCR para evaluar
marcadores de diferenciacion se obtuvieron muestras de este proceso de los dias 1,
10, 15y 20 (D1, D10, D15 y D20). Para los experimentos de latidos se evaluo el
estimulo de Norepinefrina en cardiomiocitos derivados de iPSC tanto 2S y 3S el dia

15 de la diferenciacion.
5.2.7 Extraccion de RNA

Trabajando de forma esteéril los cultivos de iPSCs 2S y 3S en placas de 6 pocillos
fueron colocados en hielo y se les procedié a aspirar el medio, para luego ser lavados
con PBS 1X frio 3 veces rapidamente. Luego del tltimo lavado, las células se lisaron
con TRIZOL en campana de extraccion y las muestras fueron transferidas a
microtubos estériles, a los cuales se les agregd cloroformo para luego agitar
vigorosamente hasta mezclar las dos fases. Posteriormente, los tubos se incubaron en
hielo por 5 minutos y luego se centrifugaron a 12.000 G por 15 minutos a 4°C. Tras
esta ultima centrifugacion, la fase acuosa (incolora/superior) se transfirio, evitando
tomar la interfase, a un nuevo set de microtubos estériles rotulados para cada
condicion; se les agregd isopropanol e incub6 durante 1 hora o toda la noche a -20°C.
Obtenido el pellet, se elimino el sobrenadante y el pellet se lavé con 1 mL de etanol
75% frio y centrifugacion a 7.500 G por 5 minutos a 4°C; seguidamente se elimino
nuevamente el sobrenadante y el pellet se dejé secando a temperatura ambiente por
inversion por aproximadamente 30 min. Finalmente, el pellet se disolvi6 en agua libre
de nucleasas (20-30 uL) y la cantidad de RNA presente en la muestra se midio

evaluando la razon 260/280 en un equipo Nanodrop.
5.2.8 RTqPCR

Para la obtencion del cDNA a las muestras de RNA de iPSCs 2S y 3S se les realizé

retrotranscripcion en termociclador. Se trabajo con una concentracion de 300 ng de
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RNA en tubos de PCR a un volumen final de 20 uL haciendo un mix total de 20 uL
(3 pL de la dilucion de la muestra, 4 uL de IScript 5X buffer, 1 uL de enzimay 12
uL de agua libre de nucleasas). Posteriormente se corrieron las muestras preparadas
en el Termociclador Biometra Tone mediante el programa con los parametros
establecidos en el laboratorio. Una vez terminada la reaccion, las muestras de cDNA
se trabajaron directamente o se almacenaron en frio a -20°C. Posteriormente, se
prepard en tubos PCR la mezcla para gPCR utilizando el Master mix PowerUp SYBR
Green de Thermo (5 uL) para cada muestra, agregandose agua libre de nucleasas (3
uL), los diferentes partidores Forward y Reverse (0.5 uL cada uno) y el cDNA
preparado en el paso anterior (1 uL generalmente de una dilucion 1/10, dependiendo
de la validacion de los partidores). Las secuencias de los partidores usados para cada
gen se encuentran de detallados en la Tabla 2. Los datos fueron normalizados con

respecto al control interno rRNA 18S.
5.2.9 Estimulos con Norepinefrina

Luego de realizado el protocolo de diferenciacion hacia cardiomiocitos a partir de
celulas iPSCs 2S y 3S, se contaron los latidos de los cardiomiocitos antes y después
de un estimulo con Norepinefrina a una concentracion de 10 uM durante 5 minutos.
Los latidos se contaron utilizando un microscopio invertido con el fin de evaluar la

tasa de latidos por minuto de los cardiomiocitos diferenciados.
5.2.10 Andlisis estadisticos

Para el analisis estadistico los resultados fueron expresados como el promedio + SEM
de al menos 3 experimentos independientes. Para evaluar la significancia de cada
resultado se aplicaron los siguientes tests estadisticos: ANOVA de 1 via para
comparaciones entre iPSCs 2S y 3S con siRNA con pos-test de Tukey de multiples
comparaciones y ANOVA de dos vias con post test de Sidak de multiples
comparaciones para muestras de iPSCs en diferentes dias de diferenciacion. Se
consider6 un p<0,05 como significativo estadisticamente para los diferentes

experimentos.
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6. RESULTADOS

6.1 Analizar el efecto de la trisomia del cromosoma 21 sobre la proliferacion celular

de iPSC disémicas y trisomicas y estudiar el rol de RCANL1 en este proceso
6.1.1 Efectos de RCANL1 sobre la proliferaciéon de iPSC

RCANL ha sido identificada como una proteina responsable de alteraciones en la
mitocondria siendo sobreexpresada en SD (Jiang et al., 2017), datos de nuestro
laboratorio han demostrado que RCAN1 es sobreexpresado en células iPSCs
trisomicas (3S) de forma significativa en comparacion a células disomicas (2S) y que
el silenciamiento de estas células por medio de un siRNA de RCANL1 revirtio los
niveles de expresion de esta proteina. La disminucion de los niveles de RCANL1 llevo
a un incremento de la fision mitocondrial de iPSC 3S afectando la dinamica
mitocondrial (Parra et al., 2018). Ademas, se ha visto que cambios a nivel
mitocondrial pueden conducir a alteraciones en la proliferacion y crecimiento celular
(Ryan et al., 2015).

Es por esto que para evaluar como RCANL afecta la proliferacion se realizaron
cultivos de iPSCs 2S y 3S, las cuales fueron sembradas y se mantuvieron en Medio
E8 con Normocin® a una concentracion de 50 mg/mL en una atmdsfera himeda con
5% de CO; a 37°. Las células crecieron en placas previamente recubiertas con
Matrigel hasta alcanzar un 75-80% de confluencia cuando fueron silenciadas con el
SiRNA de RCAN1.1 y RCAN1.4. Tanto iPSCs 2S como 3S fueron fijadas con
paraformaldehido 4%, permeabilizadas con Triton-X-100 0,1% por 20 minutos en
PBS frio. Luego las células se incubaron con el anticuerpo primario contra Ki67, el
cual ha sido demostrado que posee un comportamiento no binario lo que permite su
medicion por medio de la intensidad de fluorescencia nuclear. Posterior a la
incubacion con Ki67, las células se incubaron con el anticuerpo secundario
correspondiente. La visualizacion de Ki67 se realizd por medio de microscopia
confocal (Miller et al., 2018; Parra et al., 2017).

Los resultados obtenidos de las inmunofluorescencias muestran que las iPSCs
presentan mayor intensidad de fluorescencia nuclear para la condicion 3S control que
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en células 2S control (Figura 10A). Para el caso del silenciamiento de iPSC 3S se
observé una disminucion de la fluorescencia nuclear al usar el sSiRNA de RCAN1.1,
pero no para el siRNA de RCAN1.4 donde los niveles se mantienen similares al
control. En el caso del doble knock-down se observo una disminucion, pero no
significativa. (Figura 10A). La cuantificacion de estos resultados es mostrada en la
(Figura 10B) donde se observa el aumento en la proliferacion de iPSC 3S en contraste
a las 2S, y que por medio del silenciamiento de la isoforma 1.1 de RCAN1 se
disminuye la proliferacion vista en iPSC 3S. Esto daria cuenta que la sobreexpresion
de RCANL1 presente en SD tiene un rol en las diferencias existentes en la proliferacion
de iPSC 2S y 3S atribuible a la isoforma 1.1 de esta proteina. Dados estos resultados,
para los siguientes experimentos de este objetivo, sélo se continud trabajando con el
SiRNA de la isoforma 1.1 de RCAN y el doble knock-down.
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Figura 10: Proliferacion de iPSC 2S y 3S por inmunofluorescencia de Ki67. A.
Inmunofluorescencia para Ki67 por medio de microscopia confocal. iPSCs 2S y 3S fueron marcadas
con Ki67 (verde) y DAPI (azul). B. Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia nuclear de las
imagenes en panel A. Condicion control (C) para 2S y 3S y silenciamiento de RCAN1.1 (sil.1), 1.4
(sil.4) y doble knock-down (dKD). Los datos corresponden al promedio £ SEM para un n=5. Los
resultados fueron comparados utilizando ANOVA de 1 via con post test de Holm-Sidak de multiples
comparaciones con * = p<0,05. La barra de escala corresponde a 150 pm.
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6.1.2 Efecto de RCANL1 sobre el ciclo celular de iISPC disémicas y trisomicas

Se ha demostrado que alteraciones en las etapas del ciclo celular, como el cambio en
los niveles de ciclinas juegan un rol fundamental en la respuesta celular de
proliferacion (Yang et al., 2006). Con el fin de comprobar esto y corroborar los
resultados observados mediante la inmunofluorescencia de Ki67, se decidié analizar
la proliferacion de iPSC 2S y 3S y su dependencia frente a los niveles de expresion
de RCANL. Para esto, se estudio el ciclo celular de estas células en condiciones de
silenciamiento (SiRNA de RCANL1.1 y dKD), evaluando las etapas sub-G1, G1, Sy
G2/M mediante citometria de flujo.

Los resultados muestran, en primera instancia, los diagramas del ciclo celular tanto
para iIPSC 2S y 3S tratadas con el siRNA de RCANL1 (Figura 11.A) identificando
cada fase del ciclo para las diferentes condiciones. Luego, cada fase se grafico segun
el numero de células en cada etapa del ciclo celular (Figura 11.B-E). Dicho
procedimiento no tuvo efectos significativos en las iPSC 2S y 3S tanto en fase G1, S
y G2/M (Figura 11.B-D), pues no hubo cambios aparentes en los perfiles del ciclo
en cada condicion, ni tampoco fueron significativos en la representacion grafica de
estos. Para el caso de la etapa sub-G1 (Figura 11.E) se aprecié un aumento
significativo en la poblacion de iPSC 2S, en contraste a lo observado en iPSC 3S. En
resumen, las etapas del ciclo celular G1, S y G2/M no se vieron afectadas de forma
significativa por el sSiRNA de RCAN1.1y su dKD en iPSCs 2S y 3S (Figura 11.B-
D), y para el caso de la etapa sub-G1 las iPSC 2S tuvieron una mayor poblacién
celular en contraste a las 3S (Figura 11.E), posiblemente por tener un gran nimero
de células que entran en apoptosis en cada ciclo. Sin embargo, para corroborar lo
anterior de forma mas minuciosa deben realizarse mas analisis representativos del
ciclo celular. Los porcentajes de cada poblacion celular en las diferentes etapas del

ciclo celular son sefalados en la Tabla 4.
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Figura 11: Ciclo celular de iPSC 2S y 3S. A. Diagramas de las fases del ciclo celular G1, S, G2/M y sub-G1 para iPSCs
2Sy 3S en condiciones Control (C) y con silenciamiento de RCAN1.1 (1.1). Las células fueron tratadas con con Pl y el
ciclo celular se analizéd mediante citometria de flujo. B-E. Porcentaje de células en cada etapa del ciclo celular para las
diferentes condiciones. Condicién Control (C) para 2S y 3Sy silenciamiento de RCAN1.1 (1.1), 1.4 (1.4) y doble knock-
down (dKD). Los datos corresponden al promedio + SEM para un n=3. Los resultados fueron comparados utilizando
ANOVA de 1 via con post test de Tukey de multiples comparaciones. * = p<0,05
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Tabla 4: Porcentajes de las poblaciones celulares de iPSCs 2S y 3S en las diferentes etapas

del ciclo celular.

2S
3S
3S
3S

Si control 31,13 20,39 38,18 5,81
Si control 35,7 21,11 33,28 1,46
Si RCANL1.1 35,57 21,76 33,98 1,49
dKD 33,98 21,67 36,6 1,38

6.1.3 Expresion génica de marcadores de proliferacion en iPSC disémicas y

trisobmicas

Con el fin de comprobar las alteraciones en la proliferacién celular observadas en
iPSC 3S mediante inmunomarcacion con Ki67 (Figura 10), pero que no se pudieron
corroborar mediante la técnica de ciclo celular y citometria de flujo (Figura 11); se
decidio analizar la expresion de MRNAs marcadores de proliferacion, previamente
estandarizados para su uso en la clinica por medio de RT-qPCR (Magloire et al. 2011,
Brizova et al. 2010) en las iPSC para las diferentes condiciones de silenciamiento de
RCANL1 (Figura 12). Los genes que se escogieron para esto fueron Ki67 (marcador
de proliferacion celular), PCNA (antigeno nuclear de células en proliferacion),
Ciclina D1 (regulador de la proliferacidn/ciclo celular) y TPX2 (proteina asociada al

ensamblaje y crecimiento de los microtibulos durante la mitosis).

Los resultados de los RT-gPCR muestran que para los genes Ki67 y TPX2 (Figura
12A-B) existe un aumento significativo en los niveles de mRNA en iPSC 3S en
comparacion a iPSC 2S, lo cual corrobora lo visto por las inmunofluorescencias de
Ki67. En estos mismos genes se puede observar que al silenciar la isoforma de
RCANL1 1.1 los niveles de mRNA disminuyen de forma eficaz en iPSC trisémicas a
niveles similares a los vistos en iPSC disomicas, lo mismo fue observado al hacer un
doble knock-down de RCAN 1.1y 1.4.
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En cuanto a los genes PCNA y la Ciclina D1 (Figura 12C-D), a pesar de que se
observa una importante tendencia con PCNA, no hubo diferencias significativas entre
IPSC 2S 'y 3S en los niveles de los transcritos de los genes PCNA y la Ciclina D1.

Por tanto, estos datos dan cuenta y reafirman nuestros resultados observados por
medio de las inmunofluorescencias donde Ki67 es mayor en iPSC 3S en comparacion
a 2S, lo cual es similar a lo visto en la expresion de mRNAs donde la sobreexpresion
de RCANL1 impacta en la expresion de los genes Ki67 y TPX2 evaluado por RT-qPCR.
Por ende, las células que presentan la trisomia proliferarian mas que células disomicas
y, por medio del silenciamiento de RCANL, se generaria un fenotipo similar al

observado en células disémicas.
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Figura 12: Evaluacion de la proliferacién por medio de la expresion de mRNAs en iPSC disémicas y
trisdbmicas. Los niveles de transcritos para Ki67 (A), TPX2, Targeting protein for Xklp2 (B) PCNA,
Proliferating cell nuclear antigen (C) y Ciclina D1 (D) fueron cuantificados por reaccion en cadena de la
polimerasa cuantitativa (RT-qPCR). Los datos corresponden al promedio £ SEM para un n=4. Los resultados
fueron comparados utilizando un ANOVA de 1 via con post test de Tukey de mdltiples comparaciones. * =
p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001.

39




6.2. Determinar el dafio al DNA presente en iPSC y cardiomiocitos derivados de
iPSC presentes con la trisomia 21 y ver si se rescata este dafio al recuperar la
funcion normal de RCANL1 en estas células

6.2.1 Dafno al DNA visto por Inmunofluorescencia de 8-Oxoguanina en iPSC 2S 'y
3S

Es sabido que en SD existe un notorio aumento en las roturas de las dobles hélices
del DNA producto de las alteraciones metabdlicas de estos sujetos como son el
desbalance de radicales libres (Murray et al., 2015). Ademas, de acuerdo con datos
de nuestro laboratorio, se determind que existe un aumento en la produccion de ROS
en iPSC 3S (Parra et al. 2018), lo cual postulamos podria llevar a un aumento en el
dafio al DNA visto en iPSC. En funcidn de lo anterior, se evaluo el dafio al DNA en
iPSC 2S y 3S. Para analizar esto, se midieron los niveles del producto de oxidacion
(8-Oxoguanina) el cual es dependiente de la produccién de ROS vy es atil como
marcador de dafio al DNA (Obtutowicz et al., 2010). Por lo anterior, se realizd una
inmunofluorescencia para 8-Oxoguanina segun la metodologia descrita anteriormente

en el objetivo 1 obteniendo los resultados de la Figura 13.

Los resultados obtenidos de las inmunofluorescencias de iPSC para el marcador 8-
Oxoguanina muestran una mayor intensidad de fluorescencia total en iPSC 3S control
que en células 2S control (Figura 13A), corroborando lo descrito en la literatura
donde describen un dafio al DNA mayor en sujetos con SD (Murray et al., 2015).
Para el caso del silenciamiento de iPSC 3S, se observo menor fluorescencia total al
emplear el siRNA de la isoforma de RCAN1.1 (1.1) y el doble knock-down (dKD),
pero no se observaron cambios para el SIRNA de RCAN1.4 (1.4) (Figura 13A). La
cuantificacion de estos resultados es mostrada en la Figura 13B donde se ve un
aumento significativo en los niveles de 8-Oxoguanina en iPSC 3S control en
comparacion a las 2S. Por otro lado, al usar los siRNAs se ve una disminucién
significativa para el sil.1 y dKD de RCANL1, pero no en el caso del sil.4 de RCANL1.
Por tanto, esto daria cuenta que la sobreexpresion de RCANL1 presente en SD
provocaria el dafio al DNA de iPSC 3S demostrado por el aumento del producto 8-

Oxoguanina, esto presumiblemente como consecuencia del desbalance existente en
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la produccion de ROS en estos pacientes. Dados estos resultados y al igual que en el
Obijetivo especifico 1; para los siguientes experimentos de este objetivo, sélo se
continu6 trabajando con el siRNA de la isoforma 1.1 de RCAN vy el doble knock-

down.
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Figura 13: Dafio al DNA de iPSC 2S y 3S por inmunofluorescencia de 8-Oxoguanina. A.
Inmunofluorescencia para 8-Oxoguanina por medio de microscopia confocal. iPSCs 2S y 3S fueron marcadas
con 8-Oxoguanina (rojo) y DAPI (azul). B. Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia total de las imagenes
del panel A. Condicion control (Ct) para 2S y 3S y silenciamiento de RCAN1.1 (1.1), 1.4 (1.4) y doble knock-
down (dKD). Los datos corresponden al promedio + SEM para un n=6. Los resultados fueron comparados
utilizando ANOVA de 1 via con post test de Tukey de multiples comparaciones. * = p<0,05
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6.2.2 Expresion de genes marcadores de dafio al DNA en iPSC 2S y 3S

Para corroborar los datos obtenidos mediante la inmunofluorescencia contra el
marcador 8-Oxoguanina en iPSC (Figura 13), se decidio evaluar la expresion de
genes de dafio al DNA. Se utiliz6 nuevamente para esto el sSiRNA humano especificos
para la isoforma de RCANL1.1 el cual mostrd una respuesta en la inmunofluorescencia
y se evalud la expresion de mRNASs por medio de RT-gPCR en estas células para las
diferentes condiciones de silenciamiento de RCAN1. Los genes empleados para esto
fueron OGGL1 (*“8-Oxoguanine glycosylase) y H2AX (“H2A histone family member

X”), genes claves en la respuesta al dafio al DNA (Obtutowicz et al., 2010).

Los resultados de los RT-qPCR muestran que para el gen de H2AX no existen
diferencias significativas entre iPSC 2S y 3S en condiciones controles, y para el caso
del silenciamiento de la isoforma 1.1 de RCANL1 se observo una tendencia a la
disminucion de la expresion de H2AX, tal como se puede observar en el grafico de la
Figura 14A. En cuanto al doble knockdown de RCAN1 no hubo diferencias

apreciables.

Por otra parte, para el caso del gen de OGG1 en condiciones controles para iPSC 2S
y 3S, se encontrd que existe un aumento significativo de la expresion de este gen en
3S en comparacién a las 2S. Respecto a la isoforma de RCANL.1, al emplear el
SiRNA se logrd obtener un resultado significativo para el uso de la isoforma
RCANL.1 que mostro una disminucion significativa de la expresion de OGGL1 en
IPSC 3S en contraste a la condicion control (Figura 14B). En cambio, el dKD mostré

cambios aparentes pero no significativos en los niveles de expresién de OGGL.

En conclusion, estos datos respaldan los resultados observados por medio de las
inmunofluorescencias donde 8-Oxogunina es mayor en iPSC 3S en comparacion a
2S, similar a lo visto en la expresién del mMRNA de OGG1, la cual corresponde a una
enzima DNA glicosilasa encargada de procesar a 8-Oxoguanina. Por ultimo, el
silenciamiento de RCANL1.1 lleva a una disminucion del dafio al DNA presente en

iPSC 3S a niveles similares a lo visto en iPSC 2S.
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Figura 14: Evaluacion del dafio al DNA por medio de la expresion de mRNAs en iPSC disomicas y
trisomicas. Los niveles de transcritos para H2AX, H2A histone family member X (A) y OGG1, 8-Oxoguanine
glycosylase (B) fueron cuantificados por reaccidn en cadena de la polimerasa cuantitativa (RT-gPCR). Los
datos corresponden al promedio + SEM para un n=4. Los resultados fueron comparados utilizando un ANOVA
de 1 via con post test de Tukey de multiples comparaciones. * = p<0,05, ***= p<0,001.
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6.3. Evaluar y caracterizar el rol de RCANL1 en el proceso de diferenciacion de

cardiomiocitos derivados de iPSCs 2S y 3S.

6.3.1 Caracterizacion del proceso de diferenciacion de cardiomiocitos derivados de

iPSC mediante la expresion de genes

Evaluados ya los parametros de proliferacion y dafio al DNA en iPSC 2S y 3S,
logramos encontrar que RCANL1 provoca alteraciones en estos procesos dependientes
de su expresion. Por otro lado, ya se ha descrito en literatura que pacientes con SD
presentan diversas malformaciones a nivel cardiaco y que alteraciones en los procesos
proliferativos pueden llevar a generar una disfuncion en la diferenciacion celular
(Kedziora et al., 1988; Ruijtenberg & van den Heuvel, 2016). En vista de esto, se
emple6 el proceso de diferenciacion adaptado de Burridge et al. (2014),
estandarizando este proceso (Figura 15) y evaluando como se ve alterada la
diferenciacion en cardiomiocitos derivados de iPSC, ademés de hacer estudios de

funcionalidad de cardiomiocitos que derivan de iPSCs 2S y 3S.

Para el proceso de diferenciacion se usaron dos lineas celulares de iPSC 2S y 3S
empleando un Kit con MDA, MDB, MEC y MMC, durante un proceso de 20 dias
como se aprecia en la Figura 15. Empleando este protocolo de diferenciacion se
decidid evaluar la expresion tanto de genes pluripotenciales como cardiacos. Para esto
se empled RT-gPCR vy se analizaron los genes SOX2, NANOG y POU5F1, genes ya
descritos en literatura como pluripotenciales. Esto se evaluo los dias 0, 10, 15y 20
del proceso de diferenciacion de iPSC 2S y 3S. Por otro lado, para evaluar en si el
proceso de diferenciacion, se analizé la expresion de los genes cardiacos tempranos
MYH6 y GATA4, como los genes tardios NKX2.5y TNNT2.

Los resultados mostrados en la Figura 16 dan cuenta que para los genes
pluripotenciales SOX2, NANOG y POU5F1 estos se encuentran expresados durante
el Dia 0 de diferenciacién en las muestras de iPSC y conforme avanza el proceso de
diferenciacion las células iPSC pierden su capacidad pluripotencial, visto asi por
medio de la disminucion significativa de la expresion de los genes SOX2, NANOG y
POUSF1. Cabe destacar que no se encontraron diferencias significativas en la
expresion de estos genes entre los cardiomiocitos derivados de iPSC 2S y 3S.
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Al evaluar la expresion de los genes cardiacos tempranos MYH6 y GATA4 (Figura
17A-B) durante el dia 0, su expresion fue casi nula y comenzaron a tener un aumento
significativo luego del dia 10 de la diferenciacion, esto tanto en los cardiomiocitos
derivados de iPSC 2S y 3S. Ademas, logramos ver un cambio significativo entre 2S
y 3S en la expresion de estos genes cardiacos, principalmente durante el dia 15. Por
otro lado, para los genes cardiacos tardios NKX2.5 y TNNT2 también se observo que
su expresion durante el dia 0 era casi nula, confirmando la pluripotencialidad tanto de
los cardiomiocitos derivados de iPSC 2s y 3S. Al analizar la expresion durante el
transcurso de los dias se observa que estos genes aumentan de forma significativa con
respecto a sus controles, siendo estos mayormente expresados en cardiomiocitos
derivados de iPSC 2S que los derivados de 3S (Figura 17C-D).

Por tanto, a partir de esto podemos saber que el protocolo de diferenciacion genera
cardiomiocitos derivados de iPSC tanto de 2S y 3S. Esto fue confirmado por la
expresion de genes tanto pluripotenciales como cardiacos, pues para el caso de los
primeros disminuyeron de forma significativa en el transcurso de la diferenciacion
tanto en iPSC 2S y 3S, vy, por otro lado, los genes cardiacos aumentaron de forma
significativa encontrando diferencias entre los cardiomiocitos 2S y 3S siendo mayor
en los 2S. Esto Ultimo estaria dando cuenta de una alteracidén en este proceso de
diferenciacion, lo cual posiblemente seria la causante de las disfunciones cardiacas
visto en los sujetos con SD, no obstante, para confirmar esto méas estudios seran

necesarios.
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Figura 15: Esquema general del proceso de diferenciacion celular de iPSC 2S y 3S. Esquema que da cuenta del
protocolo de diferenciacion hacia cardiomiocitos derivados de iPSC adaptado de Burridge et al (2014). Las muestras
fueron obtenidas los dias 0, 10, 15 y 20 para los diferentes experimentos.
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Figura 16: Expresion de genes pluripotenciales en iPSC 2S y 3S. A-C. RT-PCRs que muestran la
expresion para genes pluripotenciales en células disémicas y trisémicas durante el paso de los dias (Dias 0,
10, 15y 20). Los datos corresponden al promedio + SEM para un n=5. Los resultados fueron comparados
utilizando un ANOVA de dos vias con un post test de Sidak de multiples comparaciones. *** = p<0,001
versus control dia 0 correspondiente.
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Figura 17: Expresion de genes cardiacos en iPSC 2s y 3S. RT-PCRs muestran la expresion para genes
cardiacos tempranos (A-B) y tardios (C-D) en células disémicas y trisdmicas durante el paso de los dias
(Dias 0, 10 15 y 20). Los datos corresponden al promedio + SEM para un n=6. Los resultados fueron
comparados utilizando un ANOVA de dos vias con un post test de Sidak de multiples comparaciones. * =
comparaciones con respecto al control Dia; # = comparaciones entre 2Sy 3S. * = p<0,05, ** = p<0,01, ***
= p<0,001, # = p<0,05, ## = p<0,01, ### = p<0,001.
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6.3.2 Andlisis funcional de cardiomiocitos derivados de iPSC 2S y 3S

A partir de los resultados de expresion genica observados en los cardiomiocitos
derivados de iPSCs (Figura 16-17) se procedio a evaluar la funcionalidad de estos
mediante el conteo de latidos. Desde el dia 15 ya se empezd a observar la presencia
de latidos en los cardiomiocitos derivados de iPSC. Las muestras fueron analizadas
durante el dia 20, donde fue terminado el proceso de diferenciacion para evaluar la
funcionalidad de cardiomiocitos 2S y 3S. En este caso se emple6 Norepinefrina (NE)
para estimular estos cardiomiocitos y lograr encontrar diferencias entre los 2S y 3S,
evaluando antes y después de afiadir el estimulo de NE. Los resultados de este
experimento son mostrados en la Figura 18 y se logré observar que el perfil de latidos
de cardiomiocitos 3S es significativamente mayor que cardiomiocitos 2S, pero no
existe una respuesta de los cardiomiocitos 3S frente al uso de Norepinefrina, en
contraste de las 2S que responden al estimulo de NE; lo que apoyaria la idea de una

disfuncion de las células 3S.
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Figura 18: Cambios en la taza de latidos de iPSC disémicas (2S) y trisomicas (3S) en funcion del
tiempo. Se hizo un conteo de latidos en muestras de cardiomiocitos 2S y 3S con un estimulo de 10 mM de
NE durante 5 minutos mediante microscopia. Condiciones Control (Ct) y con Norepinefrina (NE). Los
datos corresponden al promedio + SEM para un n=11. Los resultados fueron comparados utilizando un
ANOVA de dos vias con un post test de Sidak de multiples comparaciones. * = comparaciones con respecto
al control Dia 0; # = comparaciones entre 2S y 3S. * = p<0,05, ## = p<0,01.
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6.3.3 Efecto del silenciamiento de RCAN1 sobre cardiomiocitos derivados de iPSC
2Sy3S

Luego de evaluar el proceso de diferenciacion mediante la expresion de genes
pluripotenciales y cardiacos, se busco determinar si RCANL1 tenia un efecto directo
en la expresion de estos genes cardiacos en cardiomiocitos derivados de iPSC 2S y
3S. Para esto se generaron cardiomiocitos a partir de las iPSC 2S y 3S y, usando un
siRNA de RCANL.1, se hizo el silenciamiento de esta proteina antes de ser sometidas
las iPSC al proceso de diferenciacion. Finalmente, se evalu6 por medio de RT-gPCR
la expresion de los genes cardiacos, tanto tempranos MYH6 y GATA4 como los genes
tardios NKX2.5y TNNT2.

Al medir la expresion de los genes cardiacos MYH6 y GATA4 (Figura 19A-B) durante
el dia 15 de diferenciacion, se observd que, como ya se vio en los resultados de la
figura anterior, los cardiomiocitos derivados de iPSC 2S presentan mayores niveles
de expresion de estos genes en comparacion a los cardiomiocitos controles derivados
de iPSC 3S. Sin embargo, por medio del silenciamiento de RCAN1.1 de la condicién
3S podemos observar que existe un aumento significativo tanto para MYH6 y GATA4
en sus niveles de expresion en comparacion a la condicion 3S control. Por otro lado,
para el caso de los genes cardiacos tardios NKX2.5 y TNNT2 (Figura 19C-D) se
observo que en la condicion 2S la expresion de estos genes es significativamente
mayor en comparacion a la condicién control 3S. Mediante el uso del siRNA de
RCANL1.1 también logramos ver que para NKX2.5, por medio del silenciamiento de
esta proteina, no hubo una respuesta en la expresion de su mRNA posiblemente
producto de ser un gen cardiaco tardio el cual podria estar expresandose mayormente
durante los dias siguientes en la diferenciacion. En el caso del gen TNNT2, en cambio,
se obtuvo que el silenciamiento de RCANL1.1 en los cardiomiocitos derivados de iPSC
3S aument6 de forma significativa la expresion de TNNT2 en comparacion a la
condicion control. En conjunto, estos resultados darian cuenta de la existencia de un
rescate de la expresion de los genes cardiacos tempranos y tardios por medio del
silenciamiento de la proteina RCANL1 en cardiomiocitos que derivan de iPSC 3S.
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Figura 19: Expresion de genes cardiacos luego del silenciamiento de RCANL1 de cardiomiocitos
derivados de iPSC 2S y 3S. RT-PCRs muestran la expresion para genes cardiacos tempranos (A-B) y tardios
(C-D) en células disomicas y trisdmicas durante el dia 15 de la diferenciacién. Los datos corresponden al
promedio + SEM para un n=5. Los resultados fueron comparados utilizando un ANOVA de dos vias con un
post test de Sidak de multiples comparaciones. * = comparaciones respecto al control, # = comparaciones entre
2Sy 3S. * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p <0,001, # = p <0,05, ## = p<0,01, ### = p<0,001.
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6.3.4 Efecto del silenciamiento de RCAN1 sobre la funcionalidad de cardiomiocitos
derivados de iPSC 2Sy 3S

Lo siguiente fue evaluar si RCANL1 tenia un efecto sobre la tasa de latidos en los
cardiomiocitos diferenciados a partir de iPSC 2S y 3S. Para esto se realizé un
silenciamiento de RCANL.1, el cual sabemos de experimentos anteriores que tiene
mayores efectos sobre las iPSC y evaluamos la tasa de latidos por minutos de los
cardiomiocitos sin y con un estimulo de NE. Para el caso de los latidos/min de los
cardiomiocitos sin estimulo de NE se puede observar que existe una diferencia
significativa entre los controles, dando cuenta que cardiomiocitos derivados de iPSC
3S laten mas que 2S. Al hacer un silenciamiento de RCAN1.1 podemos observar que
el nimero mayor de los latidos en iPSC 3S deja de ser significativamente mas alto en
comparacion a los controles (Figura 20A). Por otro lado, centrandonos en las células
3S pudimos observar que frente a un estimulo con NE existe una leve tendencia a
mostrar que el silenciamiento de RCANL1.1 disminuye los latidos, pero mas

experimentos son necesarios para corroborar esta idea (Figura 20B).
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Figura 20: Ay B. Efecto del silenciamiento de RCANL1 sobre el perfil de latidos de cardiomiocitos derivados
de iPSC 2S y 3S. Condiciones: iPSC 2S Control (2S siCt), iPSC 2S siRNA de RCAN1.1 (2S sil.1), iPSC 3S
Control (3S siCt), iPSC 3S siRNA de RCANL1.1 (3S sil.1), iPSC 3S Control + Norepinefrina (siCt 3S+NE) y
iPSC 3S siRNA de RCAN1.1 + Norepinefrina (sil.1 3S+NE). Los datos corresponden al promedio + SEM para
un n = 5. Los resultados fueron comparados utilizando un ANOVA de dos vias con un post test de Sidak de
multiples comparaciones. ## = comparaciones con respecto al control, ## = p<0,01.

53



7. DISCUSION

7.1 Efecto de la sobreexpresion de RCAN1 sobre la proliferacion celular de iPSC

provenientes de sujetos con SD

El Sindrome de Down (SD), también conocido por el nombre de “trisomia 21”, actualmente
es la aneuploidia cromosémica que se presenta con mayor frecuencia en los recién nacidos
(Lagan et al., 2020), siendo la principal causa de esta patologia la presencia en su totalidad o
parcial de un tercer cromosoma 21 (Izzo et al., 2018). En Latinoamérica se ha reportado que
existe una tasa de 1,88 de por mil nacidos que presentan SD, siendo Chile uno de los paises

con mas alto indice de ocurrencia de esta enfermedad (Donoso et al., 2017).

Los defectos cardiacos congénitos son los mas frecuentes en los recién nacidos con SD y
estan asociados a la mortalidad y morbilidad de estos pacientes, siendo los méas frecuentes
los defectos septales y la presencia de hipertension pulmonar (Lagan et al., 2020; Paladini et
al., 2000). Dichos defectos son el problema que nos llevd a buscar las implicaciones a nivel
molecular que conducen a este fenotipo en células que presentan SD. Alteraciones a nivel
mitocondrial son una de las principales causas que llevan a generar defectos a nivel cardiaco
(Ong, & Hausenloy, 2010), Parra et al. (2018) demostraron que en iPSC 3S este organelo ve
reducido su namero por célula y tiene una red mitocondrial méas fusionada que controles
disébmicos. Ademas, se reportd que estas células poseen una sobreexpresion de RCAN1, una
de las principales proteinas que ve elevada su expresion en SD producto de la copia extra del
cromosoma 21 (Lee & Ahnn, 2020).

A partir de este punto, nosotros nos propusimos evaluar el rol de esta proteina RCANL en
iPSC provenientes de sujetos con SD sobre la proliferacion celular, proceso que tiene una
inversa relacion con la diferenciacion (Ruijtenberg & van den Heuvel, 2016). Entonces,
quisimos dilucidar si las malformaciones cardiacas congenitas que se reportan en la literatura
tienen alguna relacion con la expresion de esta proteina, y si afecta estos procesos de
proliferacion y diferenciacion.

En este trabajo se pudo observar, por medio de inmunomarcacion de Ki67 Figura 10
(marcador de proliferacion) en iPSC 3S, que existe un aumento notorio en el marcaje de dicha
proteina en estas células al ser comparadas con sus controles 2S, dando cuenta de una
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diferencia en este proceso en los sujetos con SD. Para corroborar si RCANL1 tiene un efecto
en este proceso, se trabajé con un siRNA de RCANL1 para sus dos isoformas (RCAN1.1y
RCANL1.4), observandose que existe una reduccion del marcaje de Ki67 al silenciar
RCANL.1 a niveles similares a los observados en células 2S. Lo anterior demostraria que el
proceso de proliferacion es dependiente de los niveles de expresion RCAN1.1. La literatura
reporta que progenitores hematopoyéticos que presentan la trisomia 21 exhiben un aumento
significativo en su capacidad proliferativa (Chou et al., 2008), lo cual apoyaria nuestro
resultado donde iPSC proliferan més que iPSC 2S y que el causante de esto seria RCANL.
Dentro de las limitaciones de este experimento, no se pudo ver una respuesta similar al usar
la isoforma de RCAN1.4 o al hacer un doble knock-down de las isoformas de esta proteina.
Postulamos que lo anterior podria deberse a la ausencia o baja expresion de esta isoforma en

estas células.

Cambios en la expresion de ciclinas llevan a alteraciones en el ciclo celular, lo cual afecta de
forma directa al proceso de proliferacion (Yang et al., 2006). Como pudimos ver en nuestros
resultados de ciclo celular (Figura 11.B-D), no se pudo apreciar un cambio significativo en
las etapas del ciclo G1, S y G2/M ni en condiciones controles o al usar los SIRNA de RCANL1.
Esto pudo ocurrir producto de la baja sensibilidad de la técnica y al bajo N muestral, por
ende, se necesitan mas repeticiones para concluir si se ve afectado el ciclo celular en iPSC
3S. No obstante, encontramos que en el ciclo celular de iPSC 2S existen diferencias en la
etapa sub-G1 (Figura 11.E) con respecto a las iPSC 3S, donde las primeras presentan una
poblacion significativa en esta etapa, dando cuenta de un gran namero de células entrando en
el proceso de apoptosis en cada ciclo. Este ultimo punto puede ser explicado considerando
que iPSC 3S son mas resistentes a estimulos de dafio como el ROS, el cual se ve aumentado
en estas células (Parra et al. 2018). Ademas, esto concuerda con resultados reportados donde
RCANL.1 ejerce un rol protector contra la apoptosis en cardiomiocitos (Yan et al., 2014).
Por otro lado, una posible explicacion para la diferencia observada en la figura Figura 11.E
para las iPSC 3S, seria la ausencia de una poblacion en sub-G1 producto de la copia extra del
gen de la SOD-1 presente en SD, lo cual podria estar actuando como el mecanismo de

“defensa o acondicionamiento” al dafio celular (Donoso et al., 2017).
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Con el objetivo de validar mas aun nuestros resultados, nos propusimos evaluar como se ve
afectada la proliferacion por medio de la expresion de genes relacionados a este proceso,
tanto en iPSC 2S y 3S sometidas al silenciamiento de RCANL1. Los genes que se evaluaron
fueron PCNA, Ki67, Ciclina D1 y TPX2, los que ya han sido descritos en estudios clinicos
con RT-qPCR como genes marcadores de proliferacion que aumentan frente a varias sefiales
de estimulos, tales como los estrogenos, o en condiciones donde el ciclo celular es afectado.
(Magloire et al. 2011; Brizova et al. 2010)

Nuestros resultados mostraron, por medio de RT-qPCR, que para muestras de iPSC 3S
aumenta de forma significativa la expresion de los genes Ki67 y TPX2 (Figura 12 A-B) en
comparacion a iPSC 2S, corroborando nuestro resultado obtenido por medio de la
inmunomarcacion de Ki67. Esto daria cuenta que células con la trisomia 21 proliferarian mas
que celulas de pacientes sanos. Igualmente, esto también fue observado al hacer un
silenciamiento de la isoforma de RCANL1.1 y al hacer un doble knock-down de las dos
isoformas de esta proteina. A pesar de que en los genes PCNA y la Ciclina D1 (Figura 12
C-D) no pudimos observar un cambio significativo entre las condiciones de iPSC 2S y 3S
controles como esperdbamos, es importante considerar que la expresion de estos genes no
solo es producto del proceso de proliferacion, por ejemplo, PCNA puede ver disminuida su
expresion con una inhibicidn corticoesteroidea (Tsai et al., 2002). Para el caso de la Ciclina
D1 (Magloire et al. 2011), su expresion puede verse alterada por procesos de reparacion al
DNA'y, ademas, cabe destacar que en iPSC 2S pareciera haber una tendencia a tener menores
niveles de expresion de Ciclina D1 en comparacion las otras condiciones de iPSC 3S. Nos
resulta necesario destacar lo anterior, pues la literatura reporta una relacion entre disminucion
de la expresion de esta ciclina y el inicio adecuado de la diferenciacion en queratinocitos.
Esto posiblemente ocurriria porque existiria un bloqueo por parte de la ciclina D1 de eventos
transcripcionales especificos de diferenciacion, pero se necesitan mas experimentos para
poder respaldar esta idea en iPSC (Nishi et al., 2009).

Resumiendo, para los resultados del primer objetivo logramos comprobar que iPSC 3S
proliferan mucho més que iPSC 2S, lo cual se observd por medio de inmunomarcacion de
Ki67 y genes de proliferacion celular. Ademas, al hacer un silenciamiento de RCAN1.1

logramos reducir los niveles de proliferacion a niveles similares a lo visto en los controles
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2S, corroborando el rol de esta proteina en el proceso de diferenciacion. También resulto
destacable la presencia de diferencias en la fase sub-G1 del ciclo celular, apuntando a que
iPSC 2S entrarian en apoptosis mas facilmente que iPSC 3S posiblemente producto de una
mayor resistencia a un estimulo de dafio de estas ultimas. Sin embargo, para corroborar lo

anterior se necesitan mas estudios.
7.2 Efecto de la sobreexpresion de RCANL1 sobre el dafio al DNA en iPSC 3S

Parra et al. (2018) han descrito en su trabajo que iPSC 3S presentan niveles elevados de ROS
en comparacién a iPSC. Producto de lo anterior, nos propusimos evaluar si estos cambios a

nivel metabdlico llevan a generar més dafio al DNA en iPSC.

Nuestros resultados demostraron que en iPSC 3S presentan mayores cantidades del marcador
8-Oxoguanina que iPSC 2S, lo cual fue observado por medio de la inmunomarcacion de este
producto de dafio al DNA. Esta lesion al DNA ha sido descrita como la més frecuente que se
produce cuando el DNA de la célula se encuentra expuesto a la oxidacion por ROS,
ocurriendo bajo condiciones como el cancer donde 8-Oxoguanina se encuentra elevado. Esto
resulta similar a lo obtenido en nuestras muestras de iPSC 3S, donde los altos niveles de ROS
provocan este aumento (Obtutowicz et al., 2010). Ademas, por medio del uso de los sSiRNA
de las isoformas de RCANL1 en muestras que fueron inmunomarcadas con 8-Oxoguanina,
logramos ver que este dafio al DNA era dependiente de la expresion de RCANL, lo cual queda
demostrado al observarse que con el siRNA de la isoforma de RCAN1.1 (1.1) y el doble
knock-down (dKD) se lograba obtener una disminucién significativa de los niveles de dafio
al DNA (Figura 13A) similares a los vistos en iPSC 2S. No obstante, es de interés evaluar si
este dafio al DNA es producto exclusivamente del desbalance de ROS que se genera por parte
de iPSC 3S o debido a otra alteracion que se genera producto de la copia extra en el
cromosoma 21, estudios con adenovirus de RCANL podrian responder esta incognita al
sobreexpresar RCANL en células sin SD. También resulta relevante evaluar si este DNA
dafiado corresponde a nuclear o mitocondrial (mtDNA) por medios de estudios genémicos
(Bohr & Dianov, 1999). Ademas, otro punto a considerar es que este dafio al material genético
puede ser producto de deficiencias en los mecanismos de reparacion al DNA, lo cual se ha
descrito que esta presente en células con SD, donde se ven deterioradas las capacidades para

reparar el dafio oxidativo en el mtDNA con respecto a controles sanos (Druzhyna et al., 1998).
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A partir de este Gltimo punto, nos propusimos evaluar si se veia alterada la expresion génica
de marcadores de dafio al DNA por medio de la expresion de los genes en este caso HA2X y
OGG1, con el fin de evaluar si esta acumulacion de dafio en el DNA vista en nuestros
resultados, a través de la marcacion con 8-Oxoguanina, van en conjunto con cambios en la

expresion de estos genes y si esto es dependiente de la expresion de RCAN1.

Nuestros resultados han demostrado que por medio de RT-gPCR para el gen H2AX (Figura
14A) no hubo un cambio significativo en la expresion de esta histona al comparar nuestras
muestras de iPSC 3S versus iPSC 2S en condiciones controles, pero si se vio una tendencia
a la disminucion de este gen al hacer uso del sSiRCANL1.1 en iPSC 3S. A pesar de esto, no
descartamos que el no observar un cambio en estas condiciones no es un indicador claro de
dafio al DNA. En este sentido, una limitacion de este estudio fue que la forma fosforilada
H2AXy seria la que en si estaria dando cuenta de un dafio al DNA, lo cual ya ha sido reportado
en SD, no obstante, nosotros postuladbamos que producto del aumento de dafio al DNA que
se estaba generando al formar H2AXy como un seudo mecanismo compensatorio, esto
Ilevaria a generar mas histona en su forma no fosforilada “H2AX”’. Sin embargo, més estudios
son necesarios para corroborar esta idea, por ejemplo, mediante el uso de un anticuerpo
contra la forma fosforilada de H2AX con el objetivo de estudiar, a través de la
inmunofluorescencia de esta proteina, el dafio al DNA presente en iPSC 3S (Murray et al.,
2015).

En cuanto a nuestro segundo resultado para el gen OGG1 (Figura 14B), logramos concluir
gue este se encuentra elevado significativamente en muestras de iPSC 3S versus sus controles
las 2S, lo cual apoya nuestros resultados previos vistos en la Figura 13. Esto va en
concordancia con lo visto en literatura donde la enzima DNA glicosilasa (OGGL1), ubicada
en la mitocondria y que se encarga de procesar 8-Oxoguanina, se encuentra aumentada en
Parkinson, una enfermedad caracterizada por tener alteraciones en la mitocondria y, por
tanto, en los procesos oxidativos que provocan dafio al DNA (Fukae et al., 2005). Para el
caso del silenciamiento de RCAN1.1, en estas muestras se vio una disminucion significativa
de la expresion de OGG1 en iPSC 3S versus su control, concordando con lo ya descrito. Por
tanto, RCAN1.1 si estaria generando un cambio en los niveles de expresion de OGG1 y

estaria, de alguna forma, afectando el procesamiento de dafio al DNA. Sin embargo, para
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corroborar esto a profundidad mas repeticiones podrian realizarse del experimento u otros

marcadores de dafio al DNA podrian emplearse para esto.

En resumen, para nuestro objetivo 2, los datos expuestos en esta tesis respaldan la idea de
que iPSC 3S, células que presentan alteraciones a nivel mitocondrial llevan a un desbalance
en el ROS, generando como consecuencia un dafio aumentado en estas células en su material
genético. Lo anterior fue evaluado por medio de la generacion de productos de oxidacion,
como 8-Oxoguanina, y por cambios en la expresion de genes marcadores de dafio al DNA
analizados por RT-gPCR. Como consecuencia, creemos que esto estaria generando
alteraciones en el DNA de las iPSC 3S, lo que podria aumentar la tasa de mutaciones o errores
en lareplicacion, llevando a generar alteraciones en los procesos de diferenciacion celular en

el contexto de SD.
7.3 Evaluacion del proceso de diferenciacion de iPSC 3S a cardiomiocitos

Hasta el momento, los estudios de muestras de iPSC 3S, mostraron que estas células tienen
un aumento tanto en su tasa proliferativa como en el dafio al DNA dependiente de los niveles
de expresion de RCAN1 en comparacion a iPSC 2S. A partir de ello, se evaluaron si estas
alteraciones generarian un efecto en el proceso de diferenciacion hacia un fenotipo cardiaco,
del cual ya se ha comprobado en literatura con analisis de ultraestructura y funcionalidad que
es posible de realizar a partir de iPSC. (Snir et al., 2003; Burridge et al. 2014). Desde la base
de que células mas proliferativas tienen una relacién inversa con su tasa de diferenciacion,
nosotros hipotetizamos que esto seria en parte una de las causas para las diferentes
alteraciones cardiacas que presentan sujetos con SD, tal como se detallé anteriormente
(Kedziora et al., 1988; Ruijtenberg & van den Heuvel, 2016).

Los resultados de diferenciacion cardiaca observados en esta tesis dan cuenta que se logré
obtener cardiomiocitos a partir de iPSC 2S y 3S por el método de diferenciacion que se
estandarizo en el laboratorio (Figura 15). A partir de este proceso mediante RT-gPCR, se
obtuvieron resultados tanto para la expresion de genes pluripotenciales (SOX2, NANOG y
POUS5F1) como para genes cardiacos (MYH6, GATA4, NKX2.5 y TNNT2), que mostraron
cambios en la expresion génica del proceso de diferenciacion durante los 20 dias. En cuanto
a los genes pluripotenciales, se pudo ver que para el comienzo de la diferenciacion estos se

encontraban expresados, pero con el transcurso de la diferenciacion cardiaca la expresion de

59



estos disminuyo significativamente. De esta manera, lo anterior confirmaria el estado
pluripotencial en un comienzo y la pérdida de este estado con el paso de los dias esto tanto
en las muestras de iPSC 2S como 3S (Figura 16A-C). Con respecto a la expresién de los
genes cardiacos para MYH6, GATA4, NKX2.5y TNNTZ2, durante el dia O la expresion de ellos
fue casi nula en todas las muestras de iPSC. Esto resulta concordante con lo esperado ya que
estas células no se encuentran en etapa de diferenciacion, pero con el transcurso de los dias
la expresion de estos empez6 a aumentar en iPSC 2S y 3S. Al comparar estas muestras,
nuestros resultados demostraron que existen cambios significativos entre muestras de iPSC
2S y 3S donde la expresion de estos 4 genes tanto cardiacos tempranos como tardios fue
mayormente expresada en cardiomiocitos 2S que 3S. De esta forma, los hallazgos
concuerdan con nuestra hipétesis donde planteamos que iPSC 3S presentan una falencia en
su capacidad de diferenciacion hacia cardiomiocitos 3S, lo que asociamos a las alteraciones
cardiacas congénitas que se presentan con frecuencia en el SD (Figura 17A-D) (Vis et al.,
2009).

Luego de esto, nuestro propasito fue evaluar la funcionalidad de los cardiomiocitos derivados
de iPSC 3S y 2S. Por medio del conteo de latidos, logramos ver que los cardiomiocitos
presentaban una tasa promedio més alta en la condicidn 3S que la 2S en condiciones basales.
Esto resulta curioso, pues en el microscopio se apreciaba que la arquitectura en las muestras
trisomicas no era uniforme en comparacion a la de cardiomiocitos 2S, donde se veia una
mejor estructura ademas de presentar un latido mas sincronizado. Las muestras también
fueron sometidas a un estimulo de NE que demostré que los cardiomiocitos 3S no son
capaces de responder a este estimulo como los 2S, los cuales tendieron a latir mas (Figura
18). En vista de esto, surgieron dos ideas que explicarian lo anterior. La primera de ellas fue
que estos cardiomiocitos 3S no estan respondiendo a NE, dando cuenta de una disfuncion
cardiaca en las muestras que provienen de SD, lo que se halla en consonancia con nuestros
resultados de expresién génica. La segunda explicacion consistiria en que las muestras ya no
responden a un estimulo como el de NE, debido a que estarian en su maxima capacidad de

latidos.
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7.4 Efecto de la sobreexpresion de RCANL1 sobre la funcionalidad de cardiomiocitos
derivados de iPSC 3S

En este punto, por medio de la diferenciacion de iPSC a cardiomiocitos logramos evaluar si
RCANL1 era causante de las alteraciones observadas en todos nuestros resultados anteriores,
y en lo que reporta la literatura como las anomalias cardiacas més frecuente en los recién

nacidos con SD (Freeman et al., 2008).

Evaluando la expresion de genes cardiacos, nuestros resultados exhibieron que tanto los
tempranos, MYH6 y GATA4, como los tardios NKX2.5 y TNNT2 (Figura 19A-D) mostraron
en el dia 15 de diferenciacion que, en condiciones controles, los cardiomiocitos derivados de
IPSC 2S expresan mayores niveles de mRNAS de estos genes en comparacion a las muestras
de cardiomiocitos que derivan de iPSC 3S. No obstante, al hacer uso de los siRNA de
RCANL1.1, la isoforma con la que mas cambios observamos, se revertia lo visto en
cardiomiocitos iPSC 3S controles. Esto permite dar cuenta de una restauracion de los niveles
de expresion de parte de estos genes cardiacos a niveles similares a los observados en
muestras 2S. Considerando lo anterior, corroboramos uno de nuestros principales objetivos
orientado a evidenciar que RCANL tiene un rol en la diferenciacién cardiaca, lo cual se
condice con lo reportado en literatura donde se ha descrito que RCANL1 ejerce un rol en la
mantencion y desarrollo del sistema cardiovascular (Wang et al., 2020). En vista de esto,
podemos afirmar que la isoforma de RCAN1.1 pudo rescatar la expresion de estos genes en
nuestras muestras, lo que llevaria a un fenotipo “normal”. Por lo tanto, esperariamos que no
se observaran las alteraciones a nivel cardiaco, pudiéndose corroborar con varios estudios
que reportan un efecto positivo de la isoforma RCAN1.1 sobre la fisibn mitocondrial y
mitofagia para proteger frente a eventos de I/R o apoptosis (Wang et al., 2020; Yan et al.,
2014).

A partir de lo anterior, evaluamos si se veia alterada la funcionalidad de estos cardiomiocitos
al someterse a este mismo silenciamiento de RCAN1.1, generando cardiomiocitos que eran
silenciados también al comienzo de su diferenciacion y los cuales eran analizados al final del
proceso mediante el conteo de sus latidos y frente al estimulo de NE. Logramos ver que, al
silenciar RCANL1.1, el ndmero de latidos/min en las muestras 3S dejo de ser

significativamente mas alto que en los controles por tanto veiamos un fenotipo similar al 2S
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(Figura 20A). Por otra parte, en el experimento realizado con la finalidad de determinar si
las muestras trisomicas respondian o no frente a un estimulo de NE, no obtuvimos un
resultado significativo de un rescate del perfil de latidos/min de los cardiomiocitos derivados
de iPSC 3S, pero cabe destacar que se noto una leve tendencia a que el silenciamiento de esta
proteina disminuiria los latidos en las muestras 3S. En este sentido, se deberian realizar
estudios con mayor profundidad para evaluar si lo anterior afecta la diferenciacion en si de
estos cardiomiocitos, como en el trabajo realizado por Lee et al. (2015) donde las alteraciones

en la expresion de RCANL1 perturban la diferenciacion neuronal en SD.

En resumen, los resultados de esta tesis dan cuenta que RCANL1 esta involucrado en varios
procesos como de proliferacion, dafio al DNA 'y en la diferenciacion cardiaca en muestras de
pacientes con SD. Esto resulta novedoso considerando que no se han reportado aun estudios
de esta indole. Ademas, este efecto de RCANL nos estaria dando pistas de que es un factor
clave en la generacion del fenotipo caracteristico de los pacientes con SD, a saber, las
malformaciones cardiacas. En este sentido, es de suma importancia seguir realizando
estudios que aborden este tema para comprender aun méas los mecanismos que llevan a
generar estas patologias. Ademas, estos resultados postulan a RCAN1 en el contexto de la
trisomia del cromosoma 21, como un blanco terapéutico potencial para tratar algunas de las

alteraciones a nivel cardiaco que se observan en SD.
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8. LIMITACIONES Y PROYECCIONES FUTURAS

A partir de este estudio se obtuvieron interesantes resultados que dan cuenta de un rol para
RCANL1 en procesos de proliferacion, dafio al DNA'y en el proceso de diferenciacion cardiaca
en iPSC de pacientes con SD. Sin embargo, se desprenden varias incégnitas que podrian ser
estudiadas a futuro. Una de ellas guarda relacion con el proceso de proliferacion y si es que
RCANU1 afecta también la expresion de, por ejemplo, otras ciclinas que forman parte del ciclo
celular. Complementando lo anterior, se podria estudiar el uso de vector adenoviral para
RCANL1 con el fin de recrear el fenotipo de iIPSC 3S en iPSC 2S. También resultaria
interesante poder evaluar si las diferencias vistas en sub-G1 son producto exclusivo de la
trisomia y determinar si estas células son més resistentes a estimulos de dafio. Por Gltimo,
con respecto a la proliferacion, resultaria beneficioso evaluar si estas diferencias vistas en

IPSC estan presentes en otro tipo celular que presente la trisomia 21.

Con respecto a nuestros resultados de dafio al DNA, estos son coherentes con lo descrito en
literatura donde los pacientes con SD tienen un aumento en sus niveles de ROS y, producto
de esto, se generaron los cambios en el dafio al DNA que observamos en nuestras muestras.
Uno de los puntos que nos gustaria evaluar a futuro apunta a establecer si este dafio al DNA
es influenciado por otras condiciones en iPSC 3S que no sean los niveles de ROS, ademas
de diferenciar que tipo de DNA es. Por otra parte, también seria interesante ver si este dafio
puede ser generado en iPSC 2S al ser sometidas a un vector adenoviral que sobreexprese
RCANL1 para simular el fenotipo visto en iPSC 3S. Otros estudios también podrian evaluar,
por medio de otras técnicas o estimulos de dafio, la maquinaria de reparacion de dafio al DNA
presente en iPSC 3S y 2S, por ejemplo, el uso de la forma fosforilada de H2AXy en
inmunofluorescencia. También queda a futuro estudiar si este dafio es acumulativo y si lleva
a generar las deficiencias en los procesos de diferenciacion de cardiomiocitos derivados de
iPSC 3S. Por otro lado, seria interesante investigar si esta sobreexpresion de RCAN1 presente
en iPSC 3S protege frente a eventos de dafio como el de I/R. Esto ya ha sido estudiado en
otros tipos celulares donde RCANL1 ejerce un rol protector, resultando Ilamativo pues podria

explicar por qué estos pacientes son mas resistentes a estos eventos (Rotter et al., 2014).

Para nuestros resultados de diferenciacion de cardiomiocitos, destacamos la generacion de

un protocolo que toma 20 dias de diferenciacion donde se puede observar la expresion
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necesaria de genes cardiacos para nuestros experimentos. Sin embargo, no descartamos que
esto se pudiera extender mas dias para lograr ver algun cambio en el proceso de
diferenciacion en la expresion de genes cardiacos y en la funcionalidad y estructura de estos
cardiomiocitos que derivan tanto de muestras 2S como 3S. Por otro lado, al evaluar la
funcionalidad de RCANL1 en este proceso no descartamos que en nuestros experimentos el
uso del siRNA pudo ser una limitacion dado que no aseguramos niveles constantes de
RCANL1 con los siRNA durante los 20 dias de diferenciacion. En ese sentido, seria interesante
ir silenciando durante los dias de diferenciacion para mantener constantes los niveles de
RCANL1, no obstante, nos limitaria si esto interfiere en la diferenciacion de las iPSC a

cardiomiocitos, por lo tanto, mas estudios son necesarios para poder corroborar estas ideas.
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9. CONCLUSIONES

iIPSCs trisomicas proliferan mas en comparacion a células con la disomia, visto
por medio del aumento en la inmunomarcacion de Ki67 y la expresion de genes
de proliferacion celular (Ki67, TPX2).

El silenciamiento de la isoforma de RCAN1.1 reduce de forma significativa la
capacidad de proliferacion de iPSC 3S en comparacion a iPSC 2S, reduciendo los
niveles de expresion de genes de proliferacion celular (Ki67, TPX2) y una

disminucidén de la inmunomarcacion de Ki67.

iPSC trisomicas poseen mayor dafio al DNA, en este caso evaluado por la
elevacion en los niveles de 8-Oxoguanina en comparacion a células disomicas,
esto probablemente producto del exceso de ROS que se evidencia en iPSC
provenientes de pacientes con SD.

El aumento en el dafio al DNA evaluado por inmunomarcacion de 8-Oxoguanina
también se logré comprobar por medio del aumento de la expresion de genes
marcadores de dafio al DNA en este caso H2AX y OGG1 los cuales presentan
niveles elevados de expresion en iPSC 3S en comparacion a iPSC 2S.

El silenciamiento de RCANL1.1 es capaz de reducir los niveles de 8-Oxoguanina
y genes de dafo al DNA en iPSC 3S a niveles similares a los presentes en iPSC
2S.

La expresion de genes de pluripotencialidad (SOX2, NANOG y POUS5F1)
disminuyen de forma significativa con el paso de los dias en la diferenciacion
hacia cardiomiocitos 2S y 3S. Por otro lado, genes de diferenciacion cardiaca
(TNNT2, MYH6, GATA4 y NKX2.5) aumentan a través de los dias mayormente en
iPSC 2S que células 3S, dando cuenta de una disfuncién en el proceso de

diferenciacién de estas Ultimas.
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La funcionalidad de cardiomiocitos 3S da cuenta de una disfuncion de estos vistos
por medio del perfil de latidos, donde estos ultimos frente a un estimulo como NE
NO generan una respuesta.

El silenciamiento de RCANL1.1 en el contexto de SD genera un rescate en la
expresion tanto de los genes cardiacos tempranos (MYH6 y GATA4) como los
genes cardiacos tardios (TNNT2 y NKX2.5) en iPSC 3S.

El silenciamiento de RCAN1.1 en el contexto de SD lleva a una tendencia a

generar una leve respuesta frente a NE en el perfil de latidos de iPSC 3S.
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